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A b s t r a c t  o f  a  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  f u l f i l m e n t  
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T H E  P O T E N T I A L  O F  S C L E R O T I N I A  S C L E R O T I O R U M  A S  A  M Y C O H E R B I C I D E  F O R  
T H E  P E R E N N I A L  P A S T U R E  W E E D  R A N U N C U L U S  A C R I S  s u b s p .  A C R I S  L .  
b y  S .  G r e e n  
R a n u n c u l u s  a c r i s  s u b s p .  a c r i s  L .  i s  a  v i g o r o u s ,  p e r e n n i a l  w e e d ,  a n d  a  s e r i o u s  p r o b l e m  i n  
d a i r y i n g  r e g i o n s  o f  N e w  Z e a l a n d .  E v o l v e d  r e s i s t a n c e  t o  t h e  p h e n o x y  h e r b i c i d e s  ( M C P  A ,  
M C P B  a n d  2 , 4 - D )  p r o m p t e d  t h e  s e a r c h  f o r  a n  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  o f  c o n t r o l ,  b a s e d  o n  t h e  
m y c o h e r b i c i d e  s t r a t e g y .  
N i n e t e e n  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  a n d  t h r e e  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  m i n o r  w e r e  
i n o c u l a t e d  o n t o  e x c i s e d  t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  t o  e v a l u a t e  t h e i r  p a t h o g e n i c i t y .  
A l l  i s o l a t e s  p r o v e d  p a t h o g e n i c ,  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  m o r e  p a t h o g e n i c  t h a n  S .  m i n o r ,  o n  b o t h  
e x c i s e d  t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s .  S e v e n  o f  t h e  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  w e r e  m o r e  p a t h o g e n i c  
t h a n  t h e  o t h e r s  o n  e x c i s e d  t i s s u e s ,  b u t  n o  d i f f e r e n c e s  i n  p a t h o g e n i c i t y  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  
a n y  o f  t h e  i s o l a t e s  w h e n  i n o c u l a t e d  o n t o  i n t a c t  p l a n t s .  M a n y  p l a n t s  w e r e  a b l e  t o  r e c o v e r  f r o m  
b u d s  o n  t h e  c r o w n ,  t h e  u n d e r g r o u n d  p e r e n n a t i n g  o r g a n  o f  R .  a c r i s .  T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  t w o  
- s c r e e n i n g  t e s t s  d i d  n o t  c o r r e l a t e  b e c a u s e  t h e  c a p a c i t y  o f  a n  i s o l a t e  t o  i n v a d e  t h e  l i v i n g  c r o w n  
c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  e x c i s e d  t i s s u e  m e t h o d .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  e x c i s e d  
t i s s u e  m e t h o d  c o u l d  n o t  b e  u s e d  t o  p r e d i c t  w h o l e  p l a n t  m o r t a l i t y ,  n o r  t h e r e f o r e  t h e  
m y c o h e r b i c i d e  p o t e n t i a l  o f  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  f o r  t h i s  w e e d .  
A s p e c t s  o f  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  i n  i n t a c t  p l a n t s ,  a n d  i n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s ,  w e r e  
i n v e s t i g a t e d .  T h e  a p i c a l  a n d  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  w e r e  i d e n t i f i e d  a s  t h e  s p e c i f i c  t a r g e t s  
f o r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  s i n c e  r e c o v e r y  o c c u r r e d  f r o m  t h e s e  s i t e s .  T h e  r e l a t i v e  
i m p o r t a n c e  o f  c r o w n  r e s i s t a n c e ,  a n d  r a p i d  r a t e  o f  r e g r o w t h  o f  R .  a c r i s ,  w e r e  a s c e r t a i n e d  b y  
i n o c u l a t i n g  p l a n t s  w i t h  a n d  w i t h o u t  p r e - t r e a t m e n t  w i t h  c h l o r s u l f u r o n  t o  s u p p r e s s  r e g e n e r a t i v e  
g r o w t h .  C r o w n  r e s i s t a n c e  p r e v e n t e d  p l a n t  m o r t a l i t y ,  a n d  a l l  p l a n t s  r e t a i n e d  p o t e n t i a l l y  v i a b l e  
a x i l l a r y  b u d s  o n  r e m a i n i n g  c r o w n  f r a g m e n t s .  C r o w n  r e s i s t a n c e  w a s  i d e n t i f i e d  a s  t h e  k e y  
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f a c t o r  f a c i l i t a t i n g  p l a n t  r e c o v e r y .  
A n  a n a t o m i c a l  s t u d y  o f  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  w a s  c o m b i n e d  w i t h  h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  
S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  i n  t h e  c r o w n .  C r o w n  t i s s u e s  v a r i e d  i n  t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  
s c l e r o t i o r u m .  R e s i s t a n c e  w a s  l a r g e l y  r e l a t e d  t o  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  t h e  c r o w n ,  t h e s e  
b e i n g  a  t h i c k e n e d ,  p o s s i b l y  s u b e r i s e d  p e r i p h e r a l  c o r t e x ,  a p p a r e n t  d e p o s i t i o n  o f  l i g n i n  a n d  
s u b e r i n  a t  t h e  m a r g i n  o f  i n f e c t e d  t i s s u e ,  a n d  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  c r o w n ' s  d e n s e  n e t w o r k  o f  
v a s c u l a r  t i s s u e s .  I n  a d d i t i o n ,  f l o w e r i n g  s t e m s  w e r e  n o t  r a p i d l y  i n v a d e d  b y  t h e  p a t h o g e n .  
T o g e t h e r ,  t h e s e  n o n - s p e c i f i c  d e f e n c e  m e c h a n i s m s  l i m i t e d  i n f e c t i o n  w i t h i n  t h e  c r o w n  o f  
v e g e t a t i v e  a n d  f l o w e r i n g  p l a n t s ,  a n d  e n a b l e d  r e c o v e r y  o f  t h e  p l a n t  f r o m  t h e  r e g e n e r a t i v e  b u d s .  
F a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  b i o m a s s  a n d  
a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  s t a t u s  o f  t h e  c r o w n ,  a n d  t h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  w e r e  
s t u d i e d  a t  s i x  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g .  T h e r e  w a s  n o  o b v i o u s  p e r i o d  
o f  r e s e r v e  d e p l e t i o n  i n  t h e  c r o w n  d u r i n g '  f l o w e r i n g  t o  p r o v i d e  a n  o p p o r t u n i t y  f o r  c o n t r o l  w i t h  
S .  s c l e r o t i o r u m .  T h e  c r o w n  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  s t a t u s  w e r e  l o w e s t  a t  p r e -
f l o w e r i n g ,  a n d  i n c r e a s e d  d u r i n g  t h e  f l o w e r i n g  p e r i o d .  C r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  
c o n s t i t u t e d  6 0  %  o f  c r o w n  d r y  w e i g h t  a t  p o s t - f l o w e r i n g .  T h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  
a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  w a s  g e n e r a l l y  l o w e s t  a t  p r e - f l o w e r i n g ,  a n d  g r e a t e s t  a t  l a t e -
f l o w e r i n g .  T h e  c a p a c i t y  o f  t h i s  w e e d  f o r  v e g e t a t i v e  m u l t i p l i c a t i o n  f o l l o w i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n o c u l a t i o n ,  p a r t i c u l a r l y  a t  l a t e - f l o w e r i n g ,  w a s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n f l u e n c i n g  r e g e n e r a t i v e  
p o t e n t i a l ,  a n d  h e n c e  p l a n t  s u r v i v a l .  
T h e  e f f e c t  o f  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  o n  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l ,  c r o w n  b i o m a s s ,  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e ,  a n d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m ,  w a s  e v a l u a t e d .  S i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  o f  R .  
a c r i s  m a i n t a i n e d  r e g r o w t h  d u r i n g  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  w i t h o u t  d e p l e t i o n  o f  c r o w n  b i o m a s s  n o r  
c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e s e  p l a n t s  u t i l i s e d  r e s o u r c e s  o t h e r  t h a n  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  t o  s u p p o r t  r e g r o w t h .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  t w o  y e a r  
o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  d e c l i n e d  d u r i n g  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n ,  a n d  t h e  c r o w n  b i o m a s s ,  a n d  
a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  w e r e  d e p l e t e d .  T h i s  p r o v i d e d  s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  u t i l i s a t i o n  o f  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  t o  s u p p o r t  r e g r o w t h  i n  t h e s e  p l a n t s .  S i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  w h i c h  h a d  
b e e n  r e p e a t e d l y  d e f o l i a t e d  w e r e  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m .  I n  a l l  p l a n t s ,  r e p e a t e d  
d e f o l i a t i o n  r e d u c e d  t h e  r e c o v e r y  r e s p o n s e  f o l l o w i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n .  
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T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  h a v e  d e m o n s t r a t e d  h o w  t h e  p e r e n n i a l  n a t u r e  o f  R .  a c r i s  l i m i t s  t h e  
e f f i c a c y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a s  a  m y c o h e r b i c i d e .  A n  e f f e c t i v e  c o n t r o l  s t r a t e g y  f o r  R .  a c r i s  m a y  
r e q u i r e  a n  i n t e g r a t e d  a p p r o a c h  w h i c h  c o m b i n e s  d e f o l i a t i o n  f o l l o w e d  b y  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  
s c l e r o t i o r u m  d u r i n g  t h e  p r e - f l o w e r i n g  p h a s e ,  w h e n  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  m a y  b e  l o w e s t .  
K E Y W O R D S :  R a n u n c u l u s  a c r i s ;  p e r e n n i a l  w e e d ;  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m ;  m y c o h e r b i c i d e ;  
i s o l a t e s ;  p a t h o g e n i c i t y ;  s c r e e n i n g  t e s t s ;  c r o w n  r e s i s t a n c e ;  h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d i e s ;  
r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l ;  c r o w n  b i o m a s s ;  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e ;  d e f o l i a t i o n ;  i n t e g r a t e d  
a p p r o a c h  
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2 . 2  D i f f e r e n c e  b e t w e e n  S  1 7  a n d  o t h e r  i s o l a t e s  i n  p r e d i c t e d  m e a n  l e s i o n  
l e n g t h  ( m m )  o n  e x c i s e d  l e a v e s ,  s t e m s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s  7 2  h  
a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  m i n o r .  
2 . 3  D i s e a s e  s e v e r i t y  u p  t o  1 4  D A I ,  a n d  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  
2 8  D A I  o f  R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  w i t h  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  
a n d  S .  m i n o r .  
3 . 1  E f f e c t  o f  c r o w n  w o u n d i n g  o n  a )  c r o w n  i n f e c t i o n  a n d  b )  p l a n t  m o r t a l i t y  
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3 . 2  M a i n  e f f e c t s  o f  a )  p l a n t  s i z e ,  b )  w o u n d i n g ,  a n d  c )  i n o c u l a t i o n  
p o s i t i o n  o n  i n f e c t i o n  o f  R .  a c r i s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  
w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 3  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p l a n t  s i z e  a n d  p o s i t i o n  o f  i n o c u l a t i o n  o n  
i n f e c t i o n  o f  R .  a c r i s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 4  E f f e c t  o f  c r o w n - o n l y ,  l e a f - o n l y ,  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  
o n  i n f e c t i o n  o f  R .  a c r i s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 5  E f f e c t  o f  c h l o r s u l f u r o n  p r e - t r e a t m e n t  o n  i n f e c t i o n  a n d  r e g e n e r a t i o n  
o f  R .  a c r i s  2 8  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 6  I n t e r a c t i o n  t a b l e  f o r  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  
i n  R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 7  T h e  e f f e c t  o f  w o u n d i n g  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  i n  R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  
w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 8  E f f e c t  o f  i n c r e a s e d  l e v e l  o f  w o u n d i n g  o n  p e r c e n t a g e  i n f e c t i o n  o f  
R .  a c r i s  c r o w n  t i s s u e s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
3 . 9  E f f e c t  o f  f l o w e r i n g  s t e m  i n o c u l a t i o n  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  i n  
R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
4 . 1  M e a n  d r y  w e i g h t  o f  e a c h  c o m p o n e n t  o f  R .  a c r i s ,  a n d  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l ) ,  a t  s i x  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  f r o m  p r e -
t o  p o s t - f l o w e r i n g .  
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4 . 2  N u m b e r  o f  p l a n t l e t s ,  a n d  n u m b e r  a n d  d r y  w e i g h t  o f  r e g e n e r a t i v e  
l e a v e s  p e r  R .  a c r i s  p l a n t ,  1 4  d a y s  a f t e r  m a x i m u m  d i s e a s e  s e v e r i t y  
a n d  2 8 - 3 4  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  a t  f o u r  
p h e n o l o g i c a l  s t a g e s .  
4 . 3  E f f e c t  o f  i n o c u l a t i n g  t h e  r e g r o w t h  o f  R .  a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  
o n  i n f e c t i o n  2 1  d a y s  a f t e r  t h e  s e c o n d  i n o c u l a t i o n .  
4 . 4  I n t e r a c t i o n  t a b l e s  f o r  r e p e a t e d  m e a s u r e s  a n a l y s i s  o f  r e g e n e r a t i o n  
i n  R .  a c r i s  p l a n t s  d e f o l i a t e d  f i v e  t i m e s .  
4 . 5  T r a n s f o r m e d  m e a n s  ( l o g  x +  1 )  f o r  t o t a l  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  
a n d  d r y  w e i g h t  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  b y  R .  a c r i s  d e f o l i a t e d  
f i v e  t i m e s .  
4 . 6  E f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  c r o w n  d r y  w e i g h t  a n d  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  i n  R .  a c r i s .  
4 . 7  E f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  c r o w n  d r y  m a t t e r  p e r c e n t a g e ,  r e g e n e r a t i o n  
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C H A P T E R  1  
I N T R O D U C T I O N  
1 . 1  T h e  c a S e  f o r  a l t e r n a t i v e  w e e d  c o n t r o l  
W e e d  c o n t r o l  i n  t h e  d e v e l o p e d  w o r l d  h a s  r e l i e d  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  o n  s y n t h e t i c  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s  s i n c e  t h e  l a t e  1 9 4 0 ' s  ( W a t s o n ,  1 9 9 2 ;  O r s o n ,  1 9 9 3 ) .  C h e m i c a l  h e r b i c i d e s  r e p r e s e n t  a  
l a r g e  p o r t i o n  o f  t o t a l  p e s t i c i d e  u s e ,  a n d  a c c o u n t e d  f o r  4 4  %  o f  w o r l d  p e s t i c i d e  s a l e s  i n  1 9 8 5  
( H o a g l a n d ,  1 9 9 0 ) .  T h i s  h a s  b e e n  r e f l e c t e d  i n  w e e d  r e s e a r c h  a r o u n d  t h e  w o r l d ,  w h i c h ,  d u r i n g  
t h e  l a s t  4 0  y e a r s ,  h a s  b e e n  l a r g e l y  d i r e c t e d  t o w a r d s  c h e m i c a l  c o n t r o l  ( W a t s o n ,  1 9 9 2 ) .  
H o w e v e r ,  l a c k  o f  e f f e c t i v e  c h e m i c a l  c o n t r o l  f o r  s o m e  w e e d s ,  a l o n g  w i t h  c o n t r o v e r s i a l  i s s u e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r o l o n g e d  u s e  o f  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s ,  h a s  p r o m p t e d  r e s e a r c h  i n t o  n e w ,  
a l t e r n a t i v e  w e e d  c o n t r o l  m e a s u r e s .  
T h e  e n v i r o n m e n t a l  e f f e c t s  o f  m a n y  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  h a v e  e v o k e d  i n c r e a s i n g  p u b l i c  
c r i t i c i s m  r e g a r d i n g  t h e i r  u s e .  D e t r i m e n t a l  e f f e c t s  o n  n o n - t a r g e t  o r g a n i s m s ,  a s  w e l l  a s  
c o n t a m i n a t i o n  o f  s o i l ,  g r o u n d  w a t e r  a n d  f o o d ,  a r e  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  a n d  s e n s i t i v e  i s s u e s ,  
w i t h  g r o u n d  w a t e r  c o n t a m i n a t i o n  v e r y  m u c h  i n  t h e  f o r e f r o n t  o f  d i s c u s s i o n .  C o h e n  ( 1 9 9 0 )  
s t a t e d  t h a t  w a t e r  s o l u b l e  h e r b i c i d e s  w e r e  t h e  m o s t  c o m m o n  s o u r c e  o f  g r o u n d  w a t e r  
c o n t a m i n a t i o n ,  a n d  i n v e s t i g a t i o n s  i n  t h e  N e t h e r l a n d s  h a v e  i d e n t i f i e d  s u c h  c o m p o u n d s  a s  
a t r a z i n e  a n d  s i m a z i n e  i n  a  n u m b e r  o f  a q u i f e r s  ( L e i s t r a ,  1 9 8 8 ) .  T h e  u s e  o f  t h e  h e r b i c i d e ,  
c h l o r s u l f u r o n ,  i n  c e r e a l s  i n  t h e  U n i t e d  K i n g d o m ,  c a u s e d  d a m a g e  t o  t h e  s u g a r  b e e t  c r o p  t w o  
y e a r s  a f t e r  a p p l i c a t i o n ,  w h e r e  c o n t a m i n a t e d  g r o u n d  w a t e r  m o v e d  f r o m  t h e  w a t e r  t a b l e  t o  t h e  
r o o t  z o n e  ( N i c h o l l s ,  1 9 8 7 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  p r o b l e m s  o f  c o n t a m i n a t i o n ,  t h e  l o n g  t e r m  u s e  o f  
b r o a d  s p e c t r u m  h e r b i c i d e s  h a s  l e d  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s i t e  s p e c i f i c  w e e d  p o p u l a t i o n s  
r e s i s t a n t  t o  t h e s e  c h e m i c a l s  ( L e B a r o n  a n d  G r e s s e l ,  1 9 8 2 ;  C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  T e m p l e t o n  
a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n ,  1 9 9 2 ;  O r s o n ,  1 9 9 3 ) .  
R e g u l a t o r y  r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  r e g i s t r a t i o n  o f  c h e m i c a l  p e s t i c i d e s  a r e  b e c o m i n g  
p r o g r e s s i v e l y  m o r e  s t r i n g e n t  w i t h  i n c r e a s i n g  a w a r e n e s s  o f  e n v i r o n m e n t a l  a n d  t o x i c o l o g i c a l  
i s s u e s  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 ) .  A s  a  r e s u l t ,  t h e  c o s t  o f  d e v e l o p m e n t  o f  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s  h a s  i n c r e a s e d .  I n  a d d i t i o n ,  i t  h a s  b e c o m e  n e c e s s a r y  t o  s c r e e n  m a n y  m o r e  c h e m i c a l  
c o m p o u n d s  i n  t h e  s e a r c h  f o r  h e r b i c i d e s  t o  c o n t r o l  n e w ,  m o r e  s i t e  s p e c i f i c  w e e d  t a r g e t s  w h i c h  
o f t e n  o n l y  c o n s t i t u t e  a  s m a l l  m a r k e t  ( T e m p l e t o n ,  S m i t h  a n d  T e B e e s t ,  1 9 8 6 ) .  O n e  o f  t h e  k e y  
c o s t s  i n  c h e m i c a l  h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t  i s  t o  a c h i e v e  t r u e  s e l e c t i v i t y  a g a i n s t  s p e c i f i c  c r o p s  
( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 ) .  T h e r e f o r e ,  e n v i r o n m e n t a l l y  a n d  
e c o n o m i c a l l y ,  t h e  c u r r e n t  c l i m a t e  i n  w e e d  m a n a g e m e n t  i s  s u c h  t h a t  a  m o r e  i n t e g r a t e d  
a p p r o a c h  i s  w a r r a n t e d ,  a n d  o n e  w h i c h  u t i l i s e s  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  t e c h n i q u e s ,  o f t e n  i n  
a s s o c i a t i o n  w i t h  c u l t u r a l  c o n t r o l  m e t h o d s  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n ,  1 9 9 2 ) .  
1 . 2  B i o l o g i c a l  w e e d  c o n t r o l  u s i n g  p a t h o g e n i c  f u n g i  
2  
T h e  u s e  o f  f u n g i  t o  c o n t r o l  w e e d s  i s  n o t  a  n e w  c o n c e p t .  A s  e a r l y  a s  1 9 1 0 ,  t r i a l s  w e r e  b e i n g  
c o n d u c t e d  i n  N e w  Z e a l a n d  t o  a s s e s s  t h e  p o t e n t i a l  o f  P u c c i n i a  p u n c t i f o r m i s  ( S t r . )  R o h l .  ( a s  P .  
h i e r a c i i )  a n d  F u s a r i u m  s p p .  a s  c o n t r o l  a g e n t s  o f  C i r s i u m  a r v e n s e  ( L . )  S c o p .  ( C o c k a y n e ,  
1 9 1 0 ) .  H o w e v e r ,  C o c k a y n e  ( 1 9 1 O )  r e g a r d e d  t h e  u s e  o f  f u n g i  t o  c o n t r o l  w e e d s  a s  a  " f o r l o r n  
h o p e " ,  t o  b e  t r i e d  o n l y  w h e n  a l l  o t h e r  m e t h o d s  w e r e  i n e f f e c t i v e .  C u n n i n g h a m  ( 1 9 2 7 )  r e p o r t e d  
o n  t h e  p o t e n t i a l  o f  f u n g i  a s  c o n t r o l  a g e n t s  o f  a  r a n g e  o f  n o x i o u s  w e e d s  i n  N e w  Z e a l a n d ,  
i n c l u d i n g  C .  a r v e n s e ,  C y t i s u s  s c o p a r i u s  ( L . )  L i n k . ,  U l e x  e u r o p a e u s  L . ,  R u b u s  f r u t i c o s u s  L .  
a g g . ,  a n d  P t e r i d i u m  e s c u l e n t u m  ( L . )  K u h n .  C u n n i n g h a m  ( 1 9 2 7 )  c o n c l u d e d  t h a t  f u n g i  c o u l d  
n o t  b e  u s e d  t o  c o n t r o l  w e e d s  w i t h  t h e  k n o w l e d g e  a n d  t e c h n i q u e s  a v a i l a b l e  a t  t h a t  t i m e .  
I n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e r e  h a s  b e e n  r e n e w e d  i n t e r e s t  i n  t h e  u s e  o f  f u n g i  t o  c o n t r o l  w e e d s .  
C u r r e n t l y ,  t h e r e  a r e  t w o  m a j o r  a p p r o a c h e s  t o  t h e  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  w e e d s  w i t h  p l a n t  
p a t h o g e n s .  T h e s e  a r e ,  i )  t h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h  a n d  i i )  t h e  i n u n d a t i v e ,  o r  m y c o h e r b i c i d e  
a p p r o a c h  ( T e m p l e t o n ,  T e B e e s t  a n d  S m i t h ,  1 9 7 9 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  H a r r i s ,  1 9 9 3 ;  Y a n g  
a n d  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  
1 . 3  T h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h  t o  w e e d  c o n t r o l  
T h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h  i s  d i r e c t e d  m a i n l y  t o w a r d s  t h e  c o n t r o l  o f  e x o t i c  w e e d s ,  w h i c h  h a v e  
s p r e a d  i n  t h e  i n t r o d u c e d  a r e a  i n  t h e  a b s e n c e  o f  n a t u r a l  e n e m i e s .  C o n t r o l  i s  a c h i e v e d  b y  t h e  
i m p o r t a t i o n  a n d  r e l e a s e  o f  p a t h o g e n s  v i r u l e n t  t o  t h e  t a r g e t  w e e d  i n  i t s  n a t i v e  r e g i o n .  T h e  
o b j e c t i v e  o f  t h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h  i s  t o  r e - c r e a t e  t h e  n a t u r a l  b a l a n c e  i n  o r d e r  t o  r e d u c e  t h e  
w e e d  p o p u l a t i o n ,  t h r o u g h  s e l f  p e r p e t u a t i o n  a n d  n a t u r a l  d i s p e r s a l  o f  t h e  p a t h o g e n  ( T e m p l e t o n  
e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  W a t s o n ,  1 9 9 1 ) .  T h e r e f o r e ,  c l a s s i c a l  c o n t r o l  i s  b e s t  
s u i t e d  t o  w e e d s  i n  u n d i s t u r b e d  a r e a s  a n d  r a n g e l a n d s ,  a s  d i s r u p t i o n  o f  t h e  w e e d ' s  p o p u l a t i o n  
b y  h u m a n  a c t i v i t y  c o u l d  r e d u c e  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  b i o c o n t r o l  a g e n t  ( A l t m a n ,  N e a t e  a n d  
.  "  . .  
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R o v i r a ,  1 9 9 0 ) .  
T h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h  n o r m a l l y  u t i l i s e s  h i g h l y  h o s t  s p e c i f i c  o b l i g a t e  p a r a s i t e s  s u c h  a s  r u s t s  
( W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ) .  A n  e x a m p l e  o f  b i o l o g i c a l  w e e d  c o n t r o l  u s i n g  t h e  c l a s s i c a l  t a C t i c  
w a s  t h e  i n t r o d u c t i o n  t o  A u s t r a l i a  o f  t h e  r u s t  f u n g u s  P u c c i n i a  c h o n d r i l l i n a  B u b a k  a n d  S y d .  t o  
c o n t r o l  C h r o n d r i l l a  j u n c e a  ( L . ) ,  a  n a t i v e  o f  E u r o p e  ( C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  
T h i s  p l a n t  h a d  b e c o m e  a  p r o b l e m  w e e d  s p e c i e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s p e c i f i c  p a t h o g e n s  a f t e r  i t s ·  
i n t r o d u c t i o n  t o  A u s t r a l i a .  F o l l o w i n g  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  p a t h o g e n ,  a  d i s e a s e  e p i d e m i c  r e d u c e d  
n u m b e r s  t o  o n e  p e r c e n t  o f  t h e  p r e v i o u s  p o p u l a t i o n ,  e q u i v a l e n t  t o  t h e  n o r m a l  p o p u l a t i o n  o f  t h e  
p l a n t  i n  E u r o p e  ( C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ) .  
C l a s s i c a l  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  w e e d s  i s  a  l o w ·  i n p u t  a p p r o a c h ,  a s  t h e  o r g a n i s m s  r e q u i r e  l i t t l e  
m a i n t e n a n c e  a f t e r  t h e i r  i n t r o d u c t i o n  i n t o  t h e  s y s t e m  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  H a r r i s ,  1 9 9 3 ) .  
H o w e v e r ,  a  d i s a d v a n t a g e  o f  t h i s  a p p r o a c h  i s  t h a t  o n c e  t h e  p a t h o g e n  h a s  e s t a b l i s h e d  i t s e l f  i n  a  
n e w  a r e a ,  i t  c a n n o t  b e  c o n t a i n e d .  T h e r e f o r e ,  s c r e e n i n g  o f  t h e  o r g a n i s m  m u s t  b e  s t r i n g e n t  a s  
p r o b l e m s  m a y  o c c u r  s h o u l d  a  c h a n g e  o f  s p e c i f i c i t y  a r i s e ,  o r  i f  t h e  p a t h o g e n  c o n t i n u e s  t o  
s p r e a d  t o  r e g i o n s  w h e r e  i t  m a y  h a v e  a  d e l e t e r i o u s  e f f e c t  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  
1 . 4  T h e  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h  t o  w e e d  c o n t r o l  
T h e r e  i s  i n c r e a s i n g  i n t e r e s t  i n  t h e  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h  a s  a n  a l t e r n a t i v e  w e e d  b i o c o n t r o l  
m e a s u r e  t o  t h a t  o f  c l a s s i c a l  c o n t r o l  ( C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  
M y c o h e r b i c i d e s  c a n  b e  d e f i n e d  a s  " p l a n t  p a t h o g e n i c  f u n g i  d e v e l o p e d  a n d  u s e d  i n u n d a t i v e l y  t o  
c o n t r o l  w e e d s  i n  t h e  w a y  t h a t  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  a r e  u s e d "  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  D a n i e l ,  
T e m p l e t o n ,  S m i t h  a n d  F o x  ( 1 9 7 3 )  f i r s t  i n t r o d u c e d  t h e  m y c o h e r b i c i d e  c o n c e p t  w h e n  
d e m o n s t r a t i n g  t h e  d e s t r u c t i v e n e s s  o f  a  n a t i v e  p a t h o g e n ,  C o l l e t o t r i c h u m  g i o e o s p o r i o i d e s  
( P e n z . )  S a c c o  f .  s p .  a e s c h y n o m e n e  t o  i t s  w e e d  h o s t ,  A e s c h y n o m e n e  v i r g i n i c a  ( L . )  B . S . P . ,  
f o l l o w i n g  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  p a t h o g e n  a t  e x t r e m e l y  h i g h  i n o c u l a t i o n  d o s a g e .  A p p l i c a t i o n s  
w e r e  c a r r i e d  o u t  d u r i n g  a  s t a g e  o f  g r o w t h  w h e n  t h e  w e e d  w a s  p a r t i c u l a r l y  v u l n e r a b l e  t o  
i n f e c t i o n ,  t h e r e b y  c r e a t i n g  a n  e p i d e m i c  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  
T h e  p r i n c i p l e  b e h i n d  t h e  m y c o h e r b i c i d e  s t r a t e g y  i s  t h a t  a  n u m b e r  o f  p l a n t  p a t h o g e n s  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  m a n y  w e e d  p l a n t  s p e c i e s ,  b u t ,  o w i n g  t o  e n v i r o n m e n t a l  o r  p h y s i o l o g i c a l  
c o n s t r a i n t s ,  t h e i r  p o p U l a t i o n  l e v e l s  a r e  n o t  d e s t r u c t i v e  ( T e m p l e t o n  e t  a i . ,  1 9 8 6 ;  H a s a n  a n d  
i - . : · .  "  : .  r .  _~ ;  - ' -
A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  T h e  i n u n d a t i v e  a p p l i c a t i o n  o f  i n o c u l u m  i s  t i m e d  t o  c o i n c i d e  w i t h  t h e  m o s t  
f a v o u r a b l e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  a n d  s u s c e p t i b l e  g r o w t h  s t a g e  o f  t h e  w e e d  h o s t ,  s o  t h a t  a  
d i s e a s e  e p i d e m i c  o c c u r s ,  a n d  t h e  w e e d  p o p u l a t i o n  c r a s h e s .  A p p l y i n g  s u c h  h i g h  d o s e s  o f  
i n o c u l u m  a t  t h e  a p p r o p r i a t e  t i m e  o v e r c o m e s  t h e  r e s t r i c t i o n s  o f  u n s u i t a b l e  c l i m a t e ,  p o o r  
d i s s e m i n a t i o n  a n d  i n a d e q u a t e  v i r u l e n c e ,  w h i c h  a c t  t o  k e e p  t h e  s a m e  p a t h o g e n  a t  e n d e m i c  
l e v e l s  o n  t h e  h o s t  i n  t h e  n o r m a l  s i t u a t i o n  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  
C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  M u k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  
W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  O n c e  t h e  w e e d  p r o b l e m  h a s  b e e n  r e m o v e d ,  n a t u r a l  
c o n s t r a i n t s  e n s u r e  t h a t  t h e  p a t h o g e n  p o p u l a t i o n  r e t u r n s  t o  a  l o w  l e v e l  o n c e  a g a i n  ( T e m p l e t o n  
e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  
T h e  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h  h a s  a  n u m b e r  o f  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h .  T h e  
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f a c t  t h a t  i n d i g e n o u s  p a t h o g e n s  a r e  g e n e r a l l y  u s e d  a v o i d s  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
i n t r o d u c t i o n  o f  e x o t i c  o r g a n i s m s  ( A u l d ,  1 9 9 0 ) .  T h e  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h  a l s o  a l l o w s  a  
c e r t a i n  l e v e l  o f  c o n t r o l  o f  t h e  p a t h o g e n  w i t h i n  d e f i n e d  a r e a s  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  C o n t r o l  
o f  a g e n t  d i s t r i b u t i o n  e n a b l e s  g r e a t e r  f l e x i b i l i t y  t h a n  t h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h ,  t h u s  r e d u c i n g  t h e  
l i k e l i h o o d  o f  c o n f l i c t  o f  i n t e r e s t s  i n  a r e a s  w h e r e  b e n e f i c i a l  h o s t  s p e c i e s  o c c u r  ( C u l l e n  a n d  
H a s a n ,  1 9 8 8 ) .  I n  a d d i t i o n ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  r e c o v e r  m y c o h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t  c o s t s  t h r o u g h  
r e t a i l  o f  t h e  p a t h o g e n i c  o r g a n i s m .  
T h e  m o s t  s u i t a b l e  p a t h o g e n s  f o r  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e s  a r e  t h o s e  f u n g i  t h a t  a r e  v i r u l e n t ,  
s p e c i f i c  t o  t h e  w e e d  h o s t ,  a n d  g e n e t i c a l l y  s t a b l e ,  b u t  c o n s t r a i n e d  b y  l o w  i n o c u l u m  l e v e l s  a n d  
p o o r  d i s s e m i n a t i o n .  T h i s  l i m i t s  t h e i r  f r e q u e n c y  t o  a n  e n d e m i c  l e v e l  o n  t h e  w e e d  h o s t  u n d e r  
n o r m a l  c o n d i t i o n s  ( T e m p l e t o n  e t  a I . ,  1 9 8 6 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  
1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  p a t h o g e n  m u s t  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  p r o d u c e  
a b u n d a n t  i n o c u l u m  d u r i n g  i n  v i t r o  c u l t u r e  ( M u k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  
C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  
T e m p l e t o n  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  d e s c r i b e d  t w o  e n d s  t o  a  s c a l e  o f  p a r a s i t i s m  o f  h o s t  p l a n t s  b y  f u n g i .  
A t  t h e  u p p e r  e n d  o f  t h e  s c a l e  t h e r e  o c c u r s  t h e  h i g h l y  h o s t  s p e c i f i c  o b l i g a t e  p a t h o g e n s  w h i c h  
c a u s e  l i t t l e  h o s t  d a m a g e .  A t  t h e  l o w e r  e n d  o c c u r  t h e  f a c u l t a t i v e  s a p r o p h y t e s  w h i c h  a r e  n o n -
s p e c i a l i s e d ,  a n d  w h i c h  h a v e  a  w i d e  h o s t  r a n g e  w h i c h  o f t e n  i n c l u d e s  m a n y  b e n e f i c i a l  p l a n t s .  
F a c u l t a t i v e  s a p r o p h y t e s  c a n  s u r v i v e  o n  d e a d  o r g a n i c  m a t t e r ,  a n d  w i l l  b e  m o s t  d a m a g i n g  w h e n  
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t h e  h o s t  p l a n t  i s  u n d e r  s t r e s s  c a u s e d  b y  e n v i r o n m e n t a l  o r  o t h e r  f a c t o r s .  T e m p l e t o n  e t  a l .  
( 1 9 7 9 )  s t a t e d  t h a t  a  s u i t a b l e  c a n d i d a t e  p a t h o g e n  f o r  a  m y c o h e r b i c i d e  s h o u l d  b e  h i g h  e n o u g h  
o n  t h e  s c a l e  o f  p a r a s i t i s m  t o  b e  s p e c i f i c ,  s o  p r e s e n t i n g  l i t t l e  r i s k  t o  o t h e r  h o s t  p l a n t s ,  b u t  l o w  
e n o u g h  t o  b e  l e t h a l  w h e n  a p p l i e d  i n u n d a t i v e l y .  
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T e m p l e t o n  a n d  H e i n y  ( 1 9 9 0 )  e x p r e s s e d  c o n c e r n  o v e r  u s i n g  p a t h o g e n s  i n  m y c o h e r b i c i d e  
p r o g r a m m e s  w h i c h  h a v e  a  h o s t  r a n g e  i n c l u d i n g  b e n e f i c i a l  o r  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  p l a n t s .  
H o w e v e r ,  t h e s e  a u t h o r s  a d m i t  t h a t  a l t h o u g h  h i g h  s p e c i f i c i t y  o f  a  c a n d i d a t e  m y c o h e r b i c i d e  i s  
e n v i r o n m e n t a l l y  d e s i r a b l e ,  s u c h  a  s m a l l  m a r k e t  f o r  t h e  p r o d u c t  i s  a n  e c o n o m i c  d e t e r r e n t  t o  
c o m m e r c i a l  d e v e l o p m e n t .  C u l l e n  a n d  H a s a n  ( 1 9 8 8 ) ,  W a t s o n  a n d  W y m o r e  ( 1 9 9 0 ) ,  C h a r u d a t t a n  
( 1 9 9 1 )  a n d  H a r r i s  ( 1 9 9 3 ) ,  a l s o  e m p h a s i s e d  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  c a n d i d a t e  p a t h o g e n s  w i t h  l o w  
v i r u l e n c e ,  e x t r e m e  h o s t  s p e c i f i c i t y  a n d  w h i c h  r e q u i r e  v e r y  p r e c i s e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  
f o r  i n f e c t i o n .  I n  g e n e r a l ,  i t  i s  t h e  f a c u l t a t i v e  s a p r o p h y t i c  f u n g i  w i t h  b r o a d e r  h o s t  r a n g e s ,  a n d  
w h i c h  c a n  b e  m a s s  p r o d u c e d  o n  a r t i f i c i a l  m e d i a ,  t h a t  a r e  b e i n g  e v a l u a t e d  f o r  t h e i r  r o l e  i n  
m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e s  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  
W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  T h e s e  o r g a n i s m s  h a v e  t h e  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  b e i n g  
a b l e  t o  p r o d u c e  n e w  v i r u l e n c e  t y p e s  t o  o v e r c o m e  v a r i a t i o n  i n  r e s i s t a n c e  o f  t h e  h o s t  p o p u l a t i o n  
( C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ) .  
T o  d e v e l o p  a  s u c c e s s f u l  m y c o h e r b i c i d e ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t h a t  a  s u i t a b l e  o r g a n i s m  i s  s e l e c t e d ,  t h i s  
b e i n g  o n e  t h a t  i s  p a t h o g e n i c  t o  t h e  w e e d  h o s t  i n  t h e  a r e a  w h e r e  c o n t r o l  i s  d e s i r e d  ( H a s a n  a n d  
A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  I m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n s  r e g a r d i n g  t h e  p a t h o g e n  i n c l u d e  i t s  d i s e a s e  c y c l e ,  
i n o c u l u m  s o u r c e  a n d  m e t h o d  o f  d i s p e r s a l  o f  i n f e c t i o u s  p r o p a g u l e s ,  m e a n s  o f  o v e r w i n t e r i n g ,  
a n d  t h e  o p t i m u m  c l i m a t i c  r e q u i r e m e n t s  f o r  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t  o n  t h e  h o s t .  T h e  l a t t e r  s h o u l d  
b e  c o m b i n e d  w i t h  k n o w l e d g e  o f  t h e  c l i m a t i c  c o n d i t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  t e m p e r a t u r e  a n d  
m o i s t u r e ,  w h i c h  o c c u r  i n  t h e  r e g i o n  w h e r e  t h e  w e e d  m u s t  b e  c o n t r o l l e d .  K n o w l e d g e  o f  t h e  
h o s t  s h o u l d  i n c l u d e  i t s  p o p U l a t i o n  d y n a m i c s ,  a n y  v a r i a t i o n  i n  g e n e t i c  r e s i s t a n c e  t o  t h e  
p a t h o g e n ,  a n d  t h e  a g e  o r  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  w h i c h  f a v o u r s  o r  s u p p r e s s e s  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t  
( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  a  d e t a i l e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  
t h e  p h y s i o l o g y  a n d  b i o c h e m i s t r y  o f  t h e  h o s t / p a t h o g e n  i n t e r a c t i o n  i s  d e s i r a b l e  w h e n  a t t e m p t i n g  
t o  a r t i f i c i a l l y  i n i t i a t e  d i s e a s e  o n  w e e d s .  T h i s  m a y  r e q u i r e  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p a t h o g e n ' s  
m e t h o d  o f  h o s t  p e n e t r a t i o n ,  a n d  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r o l e  o f  e n z y m e s  a n d  t o x i n s  d u r i n g  
t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s .  S u c h  k n o w l e d g e  m i g h t  b e  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  w h e n  s e l e c t i n g  f o r  
, . _ ' .  
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s t r a i n s  o f  i n c r e a s e d  p a t h o g e n i c i t y  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  
1 . 5  T h e  p o t e n t i a l  o f  m y c o h e r b i c i d e s  
T e m p l e t o n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  l i s t  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  w e e d s  w h i c h  o f f e r  t h e  g r e a t e s t  p o t e n t i a l  f o r  
c o n t r o l  b y  m y c o h e r b i c i d e s .  T h e s e  i n c l u d e  w e e d s  i n f e s t i n g  s m a l l ,  s p e c i a l i s e d  a r e a s  w h i c h  
c o n s t i t u t e  t o o  s m a l l  a  m a r k e t  f o r  c h e m i c a l  h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t .  M y c o h e r b i c i d e s  a r e  
a d v a n t a g e o u s  i n  t h i s  r e s p e c t  a s  t h e  c o s t  o f  m y c o h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t  m a y  b e  c o n s i d e r a b l y  
l e s s  t h a n  t h a t  o f  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  ( A u l d ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ;  H a r r i s ,  1 9 9 3 ) ,  s i n c e  l e s s  
t i m e  i s  r e q u i r e d  f o r  r e s e a r c h  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  m y c o h e r b i c i d e s  t h r o u g h  t o  r e g i s t r a t i o n  a n d  
c o m m e r c i a l  u s e  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  T h e  c o s t  o f  d e v e l o p m e n t  o f  o n e  o f  t h e  f i r s t  
c o m m e r c i a l  m y c o h e r b i c i d e s ,  C o l l e g o ,  w a s  a p p r o x i m a t e l y  U S $ 2  M ,  c o n s i d e r a b l y  l e s s  t h a n  t h e  
m i n i m u m  o f  U S $ 3 0  M  r e q u i r e d · f o r  d e v e l o p m e n t  o f  a  c h e m i c a l  h e r b i c i d e  ( A u l d ,  1 9 9 0 ) .  
M y c o h e r b i c i d e s  m a y  b e  u s e d  t o  c o n t r o l  w e e d s  s h o w i n g  r e s i s t a n c e  t o  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s .  
A l t h o u g h  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  w e e d s  m a y  d e v e l o p  r e s i s t a n c e  t o  t h e  r e p e a t e d  a p p l i c a t i o n  o f  a  
m y c o h e r b i c i d e ,  a s  h a s  h a p p e n e d  w i t h  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s ,  s u c h  a  p r o b l e m  h a s  n o t  y e t  a r i s e n  
( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  T h e  v a r i a b l e  p o p u l a t i o n s  o f  p a t h o g e n s  u s e d  i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  
m e a n s  t h a t  s t r a i n s  w i t h  i n c r e a s e d  v i r u l e n c e  c a n  b e  s e l e c t e d  i n  r e s p o n s e  t o  d i s e a s e  r e s i s t a n t  
w e e d s ,  i f  a n d  w h e n  t h e s e  o c c u r  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  T h i s  g i v e s  m y c o h e r b i c i d e s  a  
c o n s i d e r a b l e  a d v a n t a g e  o v e r  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s .  
I n  a d d i t i o n  t o  c o n t r o l l i n g  w e e d s  i n  a g r i c u l t u r e ,  m y c o h e r b i c i d e s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  c o n t r o l  
w e e d s  i n  l a w n s  a n d  r e c r e a t i o n a l  a r e a s ,  r a n g e l a n d s ,  b e s i d e  r i g h t s  o f  w a y  a n d  i n  w a t e r w a y s .  
T h e s e  a r e  a r e a s  i n  w h i c h  t h e  u s e  o f  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  m a y  b e  r e s t r i c t e d  f o r  r e a s o n s  o f  
e n v i r o n m e n t a l  a n d  h u m a n  s a f e t y  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  L a s t l y ,  m y c o h e r b i c i d e s  m a y  h a v e  a  
r o l e  t o  p l a y  i n  d e v e l o p i n g  c o u n t r i e s  ( A u l d ,  1 9 9 3 ) ,  w h e r e  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  a r e  t o o  
e x p e n s i v e  t o  u s e  b e c a u s e  o f  i m p o r t  c o s t s  ( T e m p l e t o n  e t  a t . ,  1 9 8 6 ) .  
1 . 6  C u r r e n t  s t a t u s  o f  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e s  
C h a r u d a t t a n  ( 1 9 9 1 )  c o m p i l e d  a  l i s t  o f  a c t i v e  m y c o h e r b i c i d e  p r o j e c t s  a n d  t h e i r  v a r i o u s  s t a g e s  
o f  d e v e l o p m e n t ,  b a s e d  o n  a  l i t e r a t u r e  s u r v e y  c a r r i e d  o u t  i n  1 9 8 9 .  T h e  n u m b e r  o f  
h o s t / p a t h o g e n  c o m b i n a t i o n s  b e i n g  s t u d i e d  h a d  r i s e n  f r o m  3 6  t o  1 0 9  s i n c e  1 9 8 2 .  T h i s  i n d i c a t e d  
t h a t  t h e  f i e l d  o f  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  g r e w  c o n s i d e r a b l y  d u r i n g  t h e  1 9 8 0 ' s .  T h e  s u r v e y  
' - , , :  . .  - - - ~. , - - ~ "  
s h o w e d  t h a t  p r o j e c t s  w e r e  b e i n g  c a r r i e d  o u t  i n  4 4  l o c a t i o n s  a c r o s s  1 6  c o u n t r i e s .  T h e  m a j o r i t y  
o f  t a r g e t s  w e r e  c r o p  w e e d s ,  w i t h  p r o j e c t s  d i v i d e d  e q u a l l y  b e t w e e n  h e r b a c e o u s  a n n u a l  a n d  
p e r e n n i a l  w e e d s .  A q u a t i c  w e e d s  f o r m e d  t h e  s e c o n d  m o s t  s t u d i e d  g r o u p  o f  w e e d s  i n  1 9 8 9 .  
C a n d i d a t e  p a t h o g e n s  s p a n n e d  4 1  g e n e r a ,  m a i n l y  b e l o n g i n g  t o  t h e  H y p h o m y c e t e s  a n d  
C o e l o m y c e t e s  c l a s s e s ,  a n d  t e n d e d  t o  b e  f u n g i  t h a t  a r e  h i g h l y  d e s t r u c t i v e  t o  t h e  h o s t .  T h i s  
r e f l e c t s  t h e  d e s i r e  f o r  h i g h  l e v e l s  o f  c o n t r o l  i n  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e s  ( C h a r u d a t t a n ,  
1 9 9 1 ) .  
I n  r e s p o n s e  t o  t h e  g r o w i n g  i n t e r e s t  i n  m y c o - o r  b i o h e r b i c i d e s ,  t h e  F i r s t  I n t e r n a t i o n a l  
W o r k s h o p  o n  B i o h e r b i c i d e s  w a s  h e l d  a t  O r a n g e ,  N S W ,  A u s t r a l i a  i n  F e b r u a r y  1 9 9 2 .  D u r i n g  
t h i s  w o r k s h o p ,  a n  I n t e r n a t i o n a l  B i o h e r b i c i d e  G r o u p  ( I . B . G . )  w a s  e s t a b l i s h e d  t o  i m p r o v e  
c o m m u n i c a t i o n  a n d  c o o p e r a t i o n  a m o n g  b i o h e r b i c i d e  w o r k e r s  a n d  i n d u s t r y ,  a n d  t o  a s s i s t  t h e  
t r a n s f e r  o f  t e c h n o l o g y  ( A u l d ,  1 9 9 3 ) .  
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M y c o h e r b i c i d e  p r o j e c t s  w h i c h  h a v e  r e a c h e d  c o m m e r c i a l  d e v e l o p m e n t  t a r g e t  m a i n l y  s i t e  
s p e c i f i c  w e e d s  f o r  w h i c h  c h e m i c a l  c o n t r o l  i s  u n a v a i l a b l e  o r  u n s a t i s f a c t o r y .  U p  u n t i l  1 9 9 4 ,  
t h r e e  m y c o h e r b i c i d e s  w e r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  i n  N o r t h  A m e r i c a .  I n  1 9 8 1 ,  t h e  p a t h o g e n  
P h y t o p h t h o r a  p a l m i v o r a  ( B u t l e r )  B u t l e r  w a s  r e g i s t e r e d  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  u n d e r  t h e  n a m e  
D e V i n e ,  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  M o r r e n i a  o d o r a t a  ( H .  &  A . )  L i n d l . ,  a  s e r i o u s  w e e d  i n  c i t r u s  g r o v e s  
o f  F l o r i d a  ( T e m p l e t o n  e t  a i . ,  1 9 8 6 ;  C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ;  T e B e e s t ,  
1 9 9 3 ) .  A  s i n g l e  a p p l i c a t i o n  o f  t h i s  m y c o h e r b i c i d e  w a s  a b l e  t o  r e d u c e  w e e d  i n f e s t a t i o n s  b y  
a p p r o x i m a t e l y  9 0  %  f o r  u p  t o  t w o  t o  t h r e e  y e a r s  ( T e B e e s t ,  1 9 9 0 ) .  I n  1 9 8 2 ,  t h e  p a t h o g e n  
C o l l e t o t r i c h u m  g l o e o s p o r i o i d e s  ( P e n z . )  S a c c o  f . s p .  a e s c h y n o m e n e  w a s  r e g i s t e r e d  a s  t h e  
m y c o h e r b i c i d e  C o l l e g o .  I t  i s  p r o d u c e d  a s  a  w e t t a b l e  p o w d e r  f o r m u l a t i o n  o f  d r y  s p o r e s  f o r  u s e  
a g a i n s t  A e s c h y n o m e n e  v i r g i n i c a  ( L . )  B . S . P . ,  a  l e g u m i n o u s  w e e d  o f  O r y z a  s a t i v a  ( L . )  a n d  
G l y c i n e  m a x  ( L . )  M e r r .  i n  s e v e r a l  U S  s t a t e s ,  a n d  h a s  p r o v i d e d  c o n s i s t e n t  l e v e l s  o f  w e e d  
c o n t r o l  o f  a b o v e  8 5  %  o f  t h e  p o p u l a t i o n  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  C o l l e g o  
a n d  D e V i n e  c o u l d  c o n t r o l  a g r i c u l t u r a l  w e e d s  a s  e f f e c t i v e l y  a s  c o u l d  s e l e c t i v e  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s  ( T e m p l e t o n  e t  a I . ,  1 9 8 6 ;  Y a n g  a n d  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  I n  C a n a d a ,  C o l l e t o t r i c h u m  
g l o e o s p o r i o i d e s  ( P e n z . )  S a c c o  f . s p .  m a l v a e  w a s  r e g i s t e r e d  i n  1 9 9 2  a s  t h e  m y c o h e r b i c i d e  
B i o m a l  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  M a l v a  p u s i l l a  S m i t h  ( M a k o w s k i ,  1 9 9 3 ) .  H o w e v e r ,  a l l  t h r e e  
c o m m e r c i a l l y  d e v e l o p e d  m y c o h e r b i c i d e s  i n  N o r t h  A m e r i c a ,  C o l l e g o ,  D e V i n e ,  a n d  B i o M a l ,  
w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  m a r k e t  i n  1 9 9 4  f o r  r e a s o n s  o f  l i m i t e d  m a r k e t ,  p r o b l e m s  w i t h  t h e  m a s s  
~' . . . .  
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p r o d u c t i o n  o f  f u n g a l  p r o p a g u l e s ,  a n d  t h e  h i g h  c o s t  o f  r e - r e g i s t r a t i o n  ( I n t e r n a t i o n a l  
B i o h e r b i c i d e  g r o u p  N e w s ,  1 9 9 4 ) .  
A n o t h e r  s p e c i e s  o f  C o l l e t o t r i c h u m ,  C .  g l o e o s p o r i o i d e s  f . s p .  c u s c u t a e  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  a s  a  
m y c o h e r b i c i d e  a g a i n s t  C u s c u t a  s p p .  i n  t h e  P e o p l e ' s  R e p u b l i c  o f  C h i n a ,  u n d e r  t h e  n a m e  o f  
L U B O A  I I  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ;  A u l d ,  1 9 9 3 ) .  O t h e r  m y c o h e r b i c i d e  p r o j e c t s  a r e  i n  t h e  
a d v a n c e d  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t .  T h e s e  i n c l u d e  A l t e r n a r i a  c a s s i a e  J u r a i r  &  K h a n .  f o r  t h e  
c o n t r o l  o f  C a s s i a  o b t u s i f o l i a  ( L . )  i n  t h e  U S A  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) ,  a n d  C h o n d r o s t e r e u m  
p u r p u r e u m  ( P e r s .  e x  F r )  P o u z a r  a g a i n s t  P r u n u s  s e r o t i n a  E r h r .  ( R o s a c e a e )  i n  t h e  N e t h e r l a n d s  
( I n t e r n a t i o n a l  B i o h e r b i c i d e  G r o u p  N e w s ,  1 9 9 2 ) .  T h e  l a t t e r  a p p e a r s  t o  b e  t h e  o n l y  o n e  f o r  
w h i c h  a  d e t a i l e d  r i s k  a n a l y s i s  h a s  b e e n  d o n e  ( d e  J o n g  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  
1 . 7  C o n s t r a i n t s  t o  m y c o h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t  
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A l t h o u g h  a  s u b s t a n t i a l  n u m b e r  o f  f u n g a l  p a t h o g e n s  h a v e  b e e n  s c r e e n e d  f o r  t h e i r  p o t e n t i a l  a s  
m y c o h e r b i c i d e s ,  o n l y  s e v e n  o u t  o f  a  t o t a l  o f  1 0 9  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  c o m m e r c i a l l y ,  
a c c o r d i n g  t o  t h e  1 9 8 9  s u r v e y  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  T h i s  i s  b e c a u s e  o f  c e r t a i n  b i o l o g i c a l ,  
t e c h n o l o g i c a l ,  r e g u l a t o r y  a n d  e c o n o m i c  c o n s t r a i n t s  t o  m y c o h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t  ( T e m p l e t o n  
a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) ,  w h i c h  h a v e  b e e n  
h i g h l i g h t e d  b y  t h e  r e c e n t  r e m o v a l  f r o m  t h e  m a r k e t  o f  C o l l e g o ,  D e  V i n e  a n d  B i o M a l .  
B i o l o g i c a l  l i m i t a t i o n s  s u c h  a s  l o w  v i r u l e n c e  a n d  v e r y  n a r r o w  e n v i r o n m e n t a l  r e q u i r e m e n t s  f o r  
i n f e c t i o n ,  m a y  l i m i t  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  m y c o h e r b i c i d e  a g e n t  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 ;  
W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  Y a n g  a n d  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  B e c a u s e  o f  t h i s ,  t h e  l e v e l  a n d  r a p i d i t y  
o f  w e e d  c o n t r o l  m a y  b e  l e s s  t h a n  t h a t  a c h i e v e d  w i t h  c h e m i c a l  c o n t r o l ,  a g a i n s t  w h i c h  
m y c o h e r b i c i d e s  a r e  o f t e n  m e a s u r e d  ( W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ) .  T h i s  m a y  c r e a t e  p r o b l e m s  
w i t h  u s e r  a c c e p t a n c e ,  p a r t i c u l a r l y  i f  m y c o h e r b i c i d e s  h a v e  t o  c o m p e t e  a g a i n s t  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s  f o r  c e r t a i n  m a r k e t s  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  C h e m i c a l  c o n t r o l  w i l l  g e n e r a l l y  r e s u l t  i n  
h i g h e r  a n d  m o r e  i m m e d i a t e  w e e d  m o r t a l i t y ,  w h e r e a s  t h e  a i m  o f  t h e  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h  
i s  t o  w e a k e n  t h e  w e e d ,  s o  f a v o u r i n g  c r o p  c o m p e t i t i o n ,  a n d  p r o v i d e  a  s o u r c e  o f  s e c o n d a r y  
i n o c u l u m  f o r  s u b s e q u e n t  i n f e c t i o n s  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  
1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  Y a n g  a n d  T e B e e s t  ( 1 9 9 3 )  i d e n t i f i e d  t w o  m a j o r  e p i d e m i o l o g i c a l  
c o m p o n e n t s  w h i c h  c o n t r o l  t h e  e f f i c a c y  o f  m y c o h e r b i c i d e s .  T h e s e  w e r e  i )  " a  w i n d o w  o f  
t e m p e r a t u r e  a n d  m o i s t u r e  a f f e c t i n g  t h e  n u m b e r  o f  i n i t i a l  i n f e c t i o n s " ,  a n d  i i )  " t h e  s u b s e q u e n t  
l ' :  :~~ :~- ~:~~ -~-.;:~. -~: 
~~~.:2~ttt{.j.~:~:~: 
~ . ,  . .  - " ,  . - - " ' .  "----~ . . . . . . . . .  - " :  
- - - ' - - ,  --~- . .  
.  - . , . - ; : , . .  
~< . ' ,  ~ t '  
9  
d i s p e r s a l  a n d  i n f e c t i o n  o f  t h e  p a t h o g e n  w i t h i n  t h e  t a r g e t  w e e d  p o p u l a t i o n " .  T h e s e  a u t h o r s  
s t a t e d  t h a t ,  i n  g e n e r a l ,  c u r r e n t  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  d o e s  n o t  a d d r e s s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  
s e c o n d a r y  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t ,  s i n c e  m y c o h e r b i c i d e s  a r e  s t i l l  b e i n g  t r e a t e d  a s  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  e p i d e m i o l o g i c a l  s t u d i e s  o n  b i o c o n t r o l  a g e n t s  c o u l d  a l l o w  a  
b e t t e r  a p p r o a c h  t o w a r d s  r e d u c i n g  t h e  e n v i r o n m e n t a l  d e p e n d e n c y  o f  m y c o h e r b i c i d e s ,  a n d  a l s o  
e n a b l e  t h e  s e l e c t i o n  o f  p a t h o g e n s  w i t h  a  h i g h  p o t e n t i a l  f o r  p o s t - a p p l i c a t i o n  d i s e a s e  
d e v e l o p m e n t .  S u c h  s t u d i e s  c o u l d  h e l p  i m p r o v e  t h e  f i e l d  e f f e c t i v e n e s s  o f  c o n t r o l  a g e n t s  ( Y a n g  
a n d  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  
T e c h n o l o g i c a l  d i f f i c u l t i e s  m a y  a r i s e  i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h ,  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m a s s  
p r o d u c t i o n  o f  t h e  a g e n t ,  m a i n t e n a n c e  o f  v i a b i l i t y  i n  s t o r a g e ,  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  
c o m m e r c i a l l y  a c c e p t a b l e  m e t h o d  o f  f o r m u l a t i o n  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  ( A u l d ,  1 9 9 3 ) .  
T h e  l a t t e r  t w o  a r e  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t  i n  t h e  c a s e  o f  p a t h o g e n s  w h i c h  r e q u i r e  e x a c t  
c o n d i t i o n s  f o r  i n f e c t i o n  ( C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ) .  
R e g u l a t o r y  c o n s t r a i n t s  a p p l y  t o  m y c o h e r b i c i d e s  a s  w e l l  a s  t o  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s .  T h e  
f o r m u l a t i o n  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  f u n g a l  p a t h o g e n s  u s i n g  t e c h n i q u e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s  m e a n s  t h a t  m y c o h e r b i c i d e s  a r e  t r e a t e d  a s  p e s t i c i d e s ,  a n d  t h e r e f o r e  s u b j e c t  t o  
p e s t i c i d e  r e g u l a t i o n s  g o v e r n i n g  p e r f o r m a n c e  a n d  s a f e t y  s t a n d a r d s  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  T h e s e  
r e g u l a t i o n s  m a y  b e  i n a p p r o p r i a t e  f o r  b i o c o n t r o l  i n  w h i c h  a  n a t i v e  o r g a n i s m  i s  u s e d .  B e c a u s e  
o f  t h i s ,  t h e  r e g i s t r a t i o n  p r o c e s s  f o r  m y c o h e r b i c i d e s  i s  s l o w e d  d o w n  a n d  t h e  c o s t  i n c r e a s e d  
u n n e c e s s a r i l y  w i t h  r e g a r d  t o  p u b l i c  p r o t e c t i o n  ( H a r r i s ,  1 9 9 3 ) .  T h e  s m a l l  m a r k e t  p o t e n t i a l  o f  
m o s t  m y c o h e r b i c i d e s  m e a n s  t h a t  t h e y  m a y  t a k e  a p p r o x i m a t e l y  1 0 - 1 5  y e a r s  f o r  c o s t  r e c o v e r y ,  
w h e n  t h e  m a j o r i t y  o f  c o m p a n i e s  r e q u i r e  a  4  y e a r  p e r i o d  ( H a r r i s ,  1 9 9 3 ) .  T h e r e f o r e ,  a n  
i m p r o v e m e n t  i n  t h e  r e g u l a t o r y  s y s t e m  f o r  m y c o h e r b i c i d e s ,  a n d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  r e g i s t r a t i o n  
c o s t s ,  s h o u l d  i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  r e t u r n  f o r  m y c o h e r b i c i d e s  d e v e l o p e d  t o  t h e  c o m m e r c i a l  s t a g e  
( H a r r i s ,  1 9 9 3 ) .  
T h e  e c o n o m i c  i m p o r t a n c e  o f  t h e  w e e d  m u s t  b e  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  i f  t h e  a i m  o f  t h e  
r e s e a r c h  i s  t o  d e v e l o p  a  c o m m e r c i a l  p r o d u c t  ( T e B e e s t ,  1 9 9 0 ) .  O f t e n ,  w e e d  t a r g e t s  o f  
m y c o h e r b i c i d e s  o c c u p y  n i c h e  m a r k e t s  o f  l i m i t e d  s i z e .  T h i s  p r e s e n t s  a  s t r o n g  e c o n o m i c  
d e t e r r e n t  t o  c o m m e r c i a l  d e v e l o p m e n t  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ,  1 9 9 0 ;  A u l d ,  1 9 9 3 )  w h i c h  
i s  l a r g e l y  g o v e r n e d  b y  t h e  i n t e r n a t i o n a l  c h e m i c a l  p e s t i c i d e  c o m p a n i e s .  T h e s e  c o m p a n i e s  t e n d  
t o  f a v o u r  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s ,  w i t h  m o r e  s i z e a b l e  m a r k e t s  a n d  l a r g e r  p r o f i t  m a r g i n s .  
T h e r e f o r e ,  s m a l l  c o m p a n i e s  o r  l a r g e r  p r i v a t e  s e c t o r  i n d u s t r i e s ,  w h i c h  a r e  p r e p a r e d  t o  v e n t u r e  
i n t o  n i c h e  m a r k e t s ,  a r e  l i k e l y  t o  p l a y  a n  i n c r e a s i n g  r o l e  i n  p r o m o t i n g  t h e  c o m m e r c i a l  
d e v e l o p m e n t  o f  m y c o h e r b i c i d e s  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  
1 . 8  F u t u r e  p r o s p e c t s  i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h ,  
T h e r e  i s  m u c h  s c o p e  t o  r e d u c e  c e r t a i n  t e c h n o l o g i c a l  a n d  e c o n o m i c a l  c o n s t r a i n t s  t o  
m y c o h e r b i c i d e  d e v e l o p m e n t ,  b u t  i n c r e a s e d  c o o p e r a t i o n  i s  r e q u i r e d  b e t w e e n  r e s e a r c h  a n d  
i n d u s t r y .  E f f o r t  m u s t  b e  c o n c e n t r a t e d  o n  i m p r o v i n g  t e c h n o l o g y  i n  p r o d u c t  f e r m e n t a t i o n ,  
f o r m u l a t i o n ,  s t o r a g e  a n d  a p p l i c a t i o n  ( C u l l e n  a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  S u c h  
a d v a n c e s  c o u l d  i m p r o v e  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  b i o c o n t r o l  a g e n t ,  p a r t i c u l a r l y  i f  s u b - o p t i m a l  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  o c c u r  d u r i n g  t h e  d e s i r e d  i n f e c t i o n  p e r i o d  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  
B o y e t t e ,  Q u i m b y ,  C o n n i c k ,  D a i g l e  a n d  F u l g h a m ,  1 9 9 1 ) .  
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T h e r e  h a s  b e e n  g r o w i n g  i n t e r e s t  i n  t h e  c o m b i n e d  u s e  o f  m y c o h e r b i c i d e s  a n d  c h e m i c a l  
h e r b i c i d e s  o r  c h e m i c a l  g r o w t h  r e g u l a t o r s ,  i n  w e e d  c o n t r o l  ( A l t m a n  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  T h e  p r i n c i p l e  
b e h i n d  t h i s  a p p r o a c h  i s  t h a t  t h e  c h e m i c a l  a c t s  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  t h e  p a t h o g e n  t o  r e d u c e  t h e  
p l a n t ' s  a b i l i t y  t o  r e s i s t  d i s e a s e  a n d / o r  i t s  c a p a c i t y  f o r  r a p i d  r e g r o w t h  a f t e r  i n f e c t i o n .  T h u s ,  t h e  
p a t h o g e n  i s  a b l e  t o  o v e r w h e l m  t h e  h o s t .  T h i s  m a y  b e  a  s u c c e s s f u l  a p p r o a c h  a g a i n s t  w e e d s  
w i t h  a  v e r y  h i g h  r a t e  o f  v e g e t a t i v e  g r o w t h  ( T e m p l e t o n  e t  a i . ,  1 9 8 6 ;  M u k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ;  
H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  A l t h o u g h  t h e r e  m a y  b e  i n c o m p a t i b i l i t y  b e t w e e n  
s y n t h e t i c  a n d  b i o l o g i c a l  h e r b i c i d e s ,  c e r t a i n  p a t h o g e n / c h e m i c a l  c o m b i n a t i o n s  h a v e  b e e n  t e s t e d  
w i t h  s u c c e s s  u s i n g  c h e m i c a l  r a t e s  m u c h  l o w e r  t h a n  t h e  r e c o m m e n d e d  d o s e .  F o r  e x a m p l e ,  
p l a n t s  o f  E i c h h o r n i a  c r a s s i p e s  ( M a r t . )  S o l m s .  w e r e  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  l e a f  s p o t  
p a t h o g e n  C e r c o s p o r a  r o d m a n i i  C o n w a y  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  6 . 4  a n d  0 . 3  %  o f  t h e  
r e c o m m e n d e d  d o s e  o f  2 , 4 - D  a n d  d i q u a t  r e s p e c t i v e l y  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 8 6 ) .  E f f e c t i v e  c o n t r o l  o f  
E c h i n o c h l o a  c r u s - g a l l i  ( L . )  B e a u v .  w a s  a c h i e v e d  w h e n  c o m b i n i n g  t h e  n e c r o t r o p h i c  p a t h o g e n  
C o c h l i o b o l u s  l u n a t u s  N e l s o n  &  H a a s i s  w i t h  a  s u b - l e t h a l  d o s a g e  o f  t h e  h e r b i c i d e ,  a t r a z i n e  
( S c h e e p e n s ,  1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  w i t h  a  c o m b i n e d  a p p r o a c h  s u c h  a s  t h i s ,  t h e  t i m i n g  o f  
a p p l i c a t i o n  o f  e a c h  a g e n t  w i l l  b e  i m p o r t a n t  ( M u r k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ) .  
C o m b i n a t i o n s  o f  f u n g i  m a y  b e  u s e d  a s  m y c o h e r b i c i d e s  ( M u k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ;  T e B e e s t ,  
1 9 9 3 ) .  T h i s  a p p r o a c h  c a n  i n c r e a s e  t h e  r a n g e  o f  w e e d  s p e c i e s  c o n t r o l l e d  ( T e m p l e t o n  e t  a i . ,  
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1 9 8 6 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  F o r  e x a m p l e ,  
t w o  t y p e  s p e c i e s  o f  C o l l e t o t r i c h u m  g l o e o s p o r i o i d e s  w e r e  t a n k  m i x e d  t o  p r o v i d e  c o n t r o l  o f  
b o t h  J u s s i a e a  d e c u r r e n s  ( W a t t . )  D C .  a n d  A e s c h y n o m e n e  v i r g i n i c a  ( L . )  ( B o y e t t e ,  T e m p l e t o n  
a n d  S m i t h ,  1 9 7 9 ) .  A l s o  o f  i n t e r e s t  i n  w e e d  b i o c o n t r o l  a r e  t h e  r e p o r t e d  s y n e r g i s m s  b e t w e e n  
f u n g i  ( H a l l e t t ,  P a u l  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  M o r i n ,  A u l d  a n d  B r o w n  
( 1 9 9 3
a
)  t e s t e d  f o r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  P u c c i n i a  x a n t h i i  S c h w e i n i t z  a n d  o t h e r  f a c u l t a t i v e  f u n g i  
o n  t h e  w e e d  X a n t h i u m  o c c i d e n t a l e  B e r t o l .  A  s y n e r g i s t i c  i n t e r a c t i o n  w a s  r e p o r t e d  b e t w e e n  P .  
x a n t h i i  a n d  C o l l e t o t r i c h u m  o r b i c u l a r e  ( B e r k  e t  M o n t . )  v .  A r x  s i n c e  C .  o r b i c u l a r e  i n f e c t e d  
l e a v e s  o f  X .  o c c i d e n t a l e  v i a  P .  x a n t h i i  l e s i o n s  ( M o r i n ,  A u l d  a n d  B r o w n ,  1 9 9 3
b
) .  I t  w a s  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  u s e  o f  C .  o r b i c u l a r e  o n  P .  x a n t h i i - i n f e c t e d  p o p u l a t i o n s  o f  X .  o c c i d e n t a l e  
m a y  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  c o n t r o l  t h e  w e e d  i n  t h e  f i e l d  ( M o r i n  e t  a l . ,  1 9 9 3
b
) .  
T h e r e  i s  m u c h  p o t e n t i a l  f o r  e x p l o i t i n g  b i o t e c h n o l o g y  i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h ,  i n  o r d e r  t o  
o v e r c o m e  t h e  b i o l o g i c a l  d e f i c i e n c i e s  w h i c h  r e d u c e  t h e  e f f i c a c y  o f  m a n y  c a n d i d a t e  p a t h o g e n s .  
B i o t e c h n o l o g y  c a n  b e  u s e d  t o  i m p r o v e  v i r u l e n c e ,  e n v i r o n m e n t a l  c a p a b i l i t i e s ,  c o m p a t i b i l i t y  
w i t h  c h e m i c a l  p e s t i c i d e s ,  a n d  i n c r e a s e  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  b r o a d  h o s t - r a n g e  p a t h o g e n s  ( C u l l e n  
a n d  H a s a n ,  1 9 8 8 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ;  S a n d s ,  F o r d  a n d  M i l l e r ,  1 9 9 0 ;  S a n d s ,  M i l l e r  
a n d  F o r d ,  1 9 9 0 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  B i o t e c h n o l o g i c a l  a p p r o a c h e s  a l r e a d y  s t u d i e d  i n v o l v e  
m u t a t i o n ,  s e l e c t i o n ,  a n d  r e c o m b i n a n t  D N A  t e c h n o l o g y  t o  p r o d u c e  s t r a i n s  w i t h  p r e f e r r e d  
c h a r a c t e r i s t i c s  ( M i l l e r ,  F o r d  a n d  S a n d s ,  1 9 8 9 ;  M i l l e r ,  F o r d ,  Z i d a c k  a n d  S a n d s ,  1 9 8 9 ;  S a n d s  e t  
a t . ,  1 9 9 0
a b
) .  T h e  u s e  o f  g e n e t i c  e n g i n e e r i n g  f o r  s t r a i n  i m p r o v e m e n t  o f f e r s  m a n y  p o s s i b i l i t i e s  
i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ;  C h a r u d a t t a n ,  
1 9 9 1 ) .  H o w e v e r ,  t h e  r e l e a s e  o f  g e n e t i c a l l y  m o d i f i e d  o r g a n i s m s  i s  a  c o n t e n t i o u s  i s s u e ,  r a i s i n g  
s i g n i f i c a n t  p u b l i c  c o n c e r n  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) ,  w h i c h  m a y  l i m i t  t h e  r e l e a s e  o f  s u c h  
o r g a n i s m s  i n t o  t h e  e n v i r o n m e n t .  
1 . 9  B i o l o g y  o f  S c l e r o t i n i a  s p p . ,  t h e  c a n d i d a t e  p a t h o g e n s  i n  t h i s  s t u d y  
T h e  t a x o n o m y ,  b i o l o g y ,  p h y s i o l o g y  a n d  e c o l o g y  o f  t h e  g e n u s  S c l e r o t i n i a  h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  r e v i e w e d  ( e g .  P u r d y ,  1 9 5 8 ;  A b a w i  a n d  G r o g a n ,  1 9 7 9 ;  A d a m s  a n d  A y r e s ,  1 9 7 9 ;  
K o h n ,  1 9 7 9 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 9 ;  W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  T h e s e  r e v i e w s  p r o v i d e  c o n s i d e r a b l e  
i n f o r m a t i o n  o n  t a x o n o m y  a n d  n o m e n c l a t u r e ,  g e o g r a p h i c  d i s t r i b u t i o n ,  h o s t  r a n g e ,  
s y m p t o m o l o g y ,  h i s t o p a t h o l o g y  a n d  p a t h o g e n e s i s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  T h e r e f o r e  o n l y  a  b r i e f  
o u t l i n e  o f  t h e  a b o v e  w i l l  b e  p r e s e n t e d  h e r e .  
T h e  t a x o n o m i c  s t a t u s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  a r e  o u t l i n e d  a s  f o l l o w s  ( H a w k s  w o r t h ,  S u t t o n  a n d  
A i n s w o r t h ,  1 9 8 3 ) .  
D i v i s i o n  
S u b d i v i s i o n  
C l a s s  
O r d e r  
F a m i l y  
G e n u s  
S p e c i e s  
E u m y c o t i n a  
A s c o m y c o t i n a  
D i s c o m y c o t i n a  
H e l i o t a l e s  
S c l e r o t i n i a c e a e  
S c l e r o t i n i a  
S .  m i n o r  
S .  s c l e r o t i o r u m  
S .  t r i f o l i o r u m  
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S c l e r o t i n i a  s p p .  c a n  b e  d e s c r i b e d  a s  f a c u l t a t i v e  n e c r o t r o p h s ,  h a v i n g  s e p t a t e  m y c e l i u m  a n d  a  
s e x u a l  s t a g e  w i t h  a s c o s p o r e s  b o r n e  i n  a s c i ,  a n d  p r o d u c e d  o n  a n  a p o t h e c i a .  T h e s e  s p e c i e s  l a c k  
a n  o b v i o u s  c o n i d i a l  s t a g e  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  T h e  g e n u s  S c l e r o t i n i a  w a s  f i r s t  
e s t a b l i s h e d  b y  F u c k e l  i n  1 8 7 0  ( K o h n ,  1 9 7 9 ;  P u r d y ,  1 9 7 9 ;  W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  w a s  f i r s t  n a m e d  a s  P e z i z a  s c l e r o t i o r u m  b y  L i b e r t  i n  1 8 3 7  ( W i l l e t t s  
a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  w h e n  F u c k e l  t r a n s f e r r e d  t h i s  s p e c i e s  t o  t h e  g e n u s  S c l e r o t i n i a ,  t h e  
n a m e  w a s  c h a n g e d  t o  S c l e r o t i n i a  l i b e r t i a n i a  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  I n  1 8 8 4 ,  d e  B a r y  
c h a n g e d  t h e  g e n u s  n a m e  b a c k  t o  t h e  o r i g i n a l  S c l e r o t i o r u m ,  a n d  t h i s  s p e c i e s  n a m e  h a s  b e e n  
r e t a i n e d  a s  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  ( L i b . )  d e  B a r y  ( K o h n ,  1 9 7 9 ) .  S c l e r o t i n i a  m i n o r  w a s  
d e s c r i b e d  b y  J a g g e r  ( 1 9 2 0 )  a s  a  s m a l l  s c l e r o t i a  t y p e  c a u s i n g  d e c a y  o f  L a c t u c a  s a t i v a  ( L . )  
( P u r d y ,  1 9 7 9 ) .  W h e t z e l  ( 1 9 4 5 )  c i t e d  S .  s c l e r o t i o r u m  ( L i b . )  d e  B a r y  a s  t h e  t y p e  s p e c i e s  o f  
S c l e r o t i n i a  a n d  p l a c e d  t w e l v e  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s ,  i n c l u d i n g  S .  m i n o r  a n d  S .  t r i f o l i o r u m .  T h e  
g e n u s  w a s  r e d e f i n e d  b y  K o h n  ( 1 9 7 9 )  w h o  r e t a i n e d  j u s t  t h r e e  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s ,  
d i s t i n g u i s h a b l e  b y  s c l e r o t i a l  s i z e  a n d  c h a r a c t e r i s t i c s ,  h o s t  r a n g e  a n d  d i m e n s i o n s  o f  a s c o s p o r e s  
a n d  a s c i .  T h e s e  a r e  S .  s c l e r o t i o r u m ,  S .  m i n o r ,  a n d  S .  t r i f o l i o r u m .  
S c l e r o t i n i a  s p p .  w i l l  c a u s e  d i s e a s e  o n  a l l  p a r t s  o f  a  v e r y  w i d e  r a n g e  o f  h e r b a c e o u s  p l a n t s ,  
m a n y  o f  w h i c h  a r e  o f  s i g n i f i c a n t  e c o n o m i c  i m p o r t a n c e ,  s u c h  a s  v e g e t a b l e  c r o p s  ( K o h n ,  1 9 7 9 ;  
W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  W o o d y  p l a n t s ,  g r a s s e s  a n d  c e r e a l s  a r e  r a r e l y  a f f e c t e d  ( M o r d u e  a n d  
H o l l i d a y ,  1 9 7 6 ) .  S c l e r o t i n i a  s p p .  h a v e  a  w o r l d  w i d e  d i s t r i b u t i o n ,  a n d  a l t h o u g h  t h e  d i s e a s e  i s  
g e n e r a l l y  o n e  o f  c o o l ,  m o i s t  c o n d i t i o n s ,  f u n g i  i n  t h i s  g e n u s  o c c u r  i n  h o t t e r ,  d r y e r  r e g i o n s  o f  
- ,  
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t h e  w o r l d  ( M o r d u e  a n d  H o l l i d a y ,  1 9 7 6 ;  P u r d y ,  1 9 7 9 ) .  T h e  h o s t  r a n g e  o f  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m  a l o n e  e n c o m p a s s e s  o v e r  3 5 0  p l a n t  s p e c i e s  i n  6 0  f a m i l i e s ,  i n c l u d i n g  m a n y  w e e d  
\  
s p e c i e s  ( K o h n ,  1 9 7 9 ;  P u r d y ,  1 9 7 9 ) .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  h a s  b e e n  r e c o r d e d  o n  o v e r  1 0 0  
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d i f f e r e n t  h o s t s  i n  N e w  Z e a l a n d  ( P e n n y c o o k ,  1 9 8 9 ) .  S c l e r o t i n i a  m i n o r  h a s  a  n a r r o w e r  h o s t  
r a n g e  t o  t h a t  o f  S .  s c l e r o t i o r u m ,  a l t h o u g h  t h i s  a l s o  i n c l u d e s  a  r a n g e  o f  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  
c r o p  p l a n t s  ( K o h n ,  1 9 7 9 ;  W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  T h u s ,  S c l e r o t i n i a  s p p .  a r e  o f  g r e a t  
e c o n o m i c  s i g n i f i c a n c e  w o r l d w i d e  ( P u r d y ,  1 9 7 9 ) ,  c a u s i n g  a  r e d u c t i o n  i n  y i e l d  a n d  q u a l i t y  o f  
c r o p  p l a n t s ,  a n d  p o s t  h a r v e s t  d a m a g e  d u r i n g  t r a n s p o r t  a n d  s t o r a g e  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  
T h e  c o m m o n  n a m e  g i v e n  t o  d i s e a s e  c a u s e d  b y  S c l e r o t i n i a  s p p .  i s  w h i t e  m o u l d  ( A b a w i  a n d  
G r o g a n ,  1 9 7 9 )  o r  c o t t o n y  o r  w a t e r y  s o f t  r o t  ( M o r d u e  a n d  H o l l i d a y ,  1 9 7 6 ;  W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  
1 9 8 0 )  w h i c h  w i l l  o c c u r  o n  m o s t  p l a n t  p a r t s  a t  a n y  s t a g e  o f  p l a n t  d e v e l o p m e n t . ,  T h e  s o f t  r o t  o f  
t i s s u e s  i s  f o l l o w e d  b y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  w h i t e  m y c e l i a  w h i c h  a g g r e g a t e  e x t e r n a l l y ,  o r  i n  t h e  
p i t h  o f  t h e  d i s e a s e d  h o s t  t o  f o r m  s c l e r o t i a  ( M o r d t i e  a n d  H o l l i d a y ,  1 9 7 6 ) .  T h e s e  a r e  t h e  
p r i m a r y  s u r v i v a l  s t r u c t u r e s  w h i c h  e n a b l e  S c l e r o t i n i a  s p p .  t o  s u r v i v e  i n  h o s t  p l a n t  a n d  s o i l  
d e b r i s  f o r  s e v e r a l  y e a r s .  T h e  s c l e r o t i a  m a y  g e r m i n a t e  e i t h e r  m y c e l i o g e n i c a l l y ,  g i v i n g  r i s e  t o  
i n f e c t i v e  h y p h a e ,  o r  c a r p o g e n i c a l l y ,  t o  p r o d u c e  a p o t h e c i a  a f t e r  a  r e s t i n g  p e r i o d  i n  s u i t a b l e  
c o n d i t i o n s  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  S e x u a l  s p o r e s  d e v e l o p ,  a n d  a r e  p r o d u c e d  i n  l a r g e  
n u m b e r s  w i t h i n  a p o t h e c i a .  T h e s e  a i r b o r n e  a s c o s p o r e s  a r e  a n  i m p o r t a n t  m e a n s  o f  s p r e a d  o f  t h e  
f u n g u s  a n d  w i l l  i n f e c t  n e w  t i s s u e  u n d e r  c o o l  a n d  m o i s t  c o n d i t i o n s  ( M o r d u e  a n d  H o l l i d a y ,  
1 9 7 6 ) .  
S c l e r o t i n i a  s p p .  i n f e c t  h o s t  p l a n t s  v i a  t w o  s o u r c e s ,  m y c e l i u m  f r o m  s c l e r o t i a ,  a n d  b y  
g e r m i n a t i o n  o f  a s c o s p o r e s  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  T h e  s u c c e s s  o f  h o s t  i n f e c t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  
p r e s e n c e  o f  f r e e  m o i s t u r e  ( A b a w i  a n d  G r o g a n ,  1 9 7 9 )  a n d  a n  a d e q u a t e  f o o d  b a s e  ( L u m s d e n ,  
1 9 7 9 ) .  H o s t  i n f e c t i o n  i s  a t  a n  o p t i m u m  a t  t e m p e r a t u r e s  o f  2 0 - 2 5  ° C  ( A b a w i  a n d  G r o g a n ,  
1 9 7 9 ) .  T h e s e  p a t h o g e n s  p r o d u c e  a  r a n g e  o f  e n z y m e s  i n c l u d i n g  p e c t i n a s e s ,  c e l l u l a s e s ,  
h e m i c e l l u l a s e s  a n d  p h o s p h a t i d a s e s  f o r  c h e m i c a l  d i s s o l u t i o n  o f  h o s t  t i s s u e  ( H a n c o c k ,  1 9 6 6 ,  
1 9 6 7 ;  L u m s d e n ,  1 9 6 9 ,  1 9 7 0 ) .  A  m o b i l e  t o x i n ,  o x a l i c  a c i d ,  i s  a l s o  p r o d u c e d  ( M a r c i a n o ,  D i  
L e n n a  a n d  M a g r o ,  1 9 8 3 ) ,  w h i c h  w o r k s  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  t h e  p e c t o l y t i c  e n z y m e s  t o  d i s r u p t  
h o s t  c e l l s  ( M a x w e l l  a n d  L u m s d e n ,  1 9 7 0 ;  N o y e s  a n d  H a n c o c k ,  1 9 8 1 ;  G o d o y ,  S t e a d m a n ,  
D i c k m a n  a n d  D a m ,  1 9 9 0 ) .  T h u s ,  a  r a n g e  o f  m e c h a n i s m s  e n a b l e  t h e  p a t h o g e n  t o  a t t a c k  a n d  
o v e r w h e l m  t h e  h o s t  p l a n t  r a p i d l y  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  
, . ,  . . . .  ,  
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D i s e a s e s  c a u s e d  b y  S c l e r o t i n i a  s p p .  a r e  d i f f i c u l t  t o  c o n t r o l  b y  c u l t u r a l  a n d  p h y s i c a l  m e t h o d s  
b e c a u s e  o f  t h e  p r o l o n g e d  s u r v i v a l  o f  s c l e r o t i a  i n  t h e  s o i l  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ;  A r c h e r ,  
M i t c h e l l  a n d  W h e e l e r ,  1 9 9 2 ) .  B r e e d i n g  p l a n t  v a r i e t i e s  f o r  r e s i s t a n c e  i s  d i f f i c u l t  b e c a u s e  o f  t h e  
w i d e  h o s t  r a n g e  a n d  l a c k  o f  t i s s u e  s p e c i f i c i t y  o f  S c l e r o t i n i a  d i s e a s e s  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  
1 9 8 0 ) .  C h e m i c a l  c o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  i s  v a r i a b l e  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  F u n g i c i d e s  
s p e c i f i c a l l y  a c t i v e  a g a i n s t  s c l e r o t i u m - p r o d u c i n g  f u n g i  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d ,  s u c h  a s  
v i n c 1 o z o l i n ,  p r o c y m i d o n e  a n d  i p r o d i o n e  ( D u e c k ,  M o r r a l l  a n d  M c K e n z i e ,  1 9 8 3 ) .  D u e c k  e t  a l .  
( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h a t  t h e  f u n g i c i d e s  b e n o m y l  a n d  v i n c l o z o l i n  e f f e c t i v e l y  c o n t r o l l e d  S c l e r o t i n i a  
s t e m  r o t  i n  B r a s s i c a  n a p  u s  ( L . )  a n d  B .  c a m p e s t r i s  ( L . )  w h e n  a p p l i e d  a t  t h e  e a r l y  b l o o m  s t a g e .  
P e r e s ,  A l l a r d ,  P e n a u d  a n d  R e g n a u l t  ( 1 9 9 2 )  u s e d  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  f u n g i c i d e s  v i n c l o z o l i n  
a n d  c a r b e n d a z i n  t o  p r e v e n t  e a r l y  a t t a c k s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  o n  l e a v e s  o f  H e l i a n t h u s  a n n u u s  
( L . ) .  
T h e  e c o n o m i c  a n d  e n v i r o n m e n t a l  c o s t s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  u s e  o f  f u n g i c i d e s  a n d  s o i l  
f u m i g a n t s  t o  c o n t r o l  S .  s c l e r o t i o r u m  h a v e  l e d  t o  a l t e r n a t i v e  d i s e a s e  c o n t r o l  m e a s u r e s  ( W h i p p s  
a n d  B u d g e ,  1 9 9 2 ) .  T h e r e  h a s  b e e n  i n c r e a s i n g  i n t e r e s t  i n  t h e  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  
s p p .  u s i n g  a n t a g o n i s t i c  ~oil m i c r o o r g a n i s m s .  T h e  h y p e r p a r a s i t e  S p o r i d e s m i u m  s c l e r o t i v o r u m  
U e c k e r ,  A y r e s  &  A d a m s  i s  a b l e  t o  i n f e c t  a n d  d e g r a d e  s c l e r o t i a  o f  S .  m i n o r  i n  s o i l  ( A y r e s  a n d  
A d a m s ,  1 9 7 9 ;  A d a m s ,  1 9 8 7 ,  1 9 8 9 )  t h u s  s h o w i n g  p o t e n t i a l  a s  a  p o s s i b l e  b i o c o n t r o l  a g e n t .  T h e  
s o i l  m y c o p a r a s i t e s  C o n i o t h y r i u m  m i n i t a n s  C a m p b e l l ,  a n d  G l i o c l a d i u m  v i r e n s  M i l l e r  e t  a I ,  
h a v e  a l s o  s h o w n  p o t e n t i a l  a s  b i o c o n t r o l  a g e n t s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  A p p l i c a t i o n s  o f  s p o r e s  o f  
b o t h  a n t a g o n i s t s  k i l l e d  o v e r  9 0  %  o f  s c l e r o t i a ,  a n d  p r e - p l a n t i n g  a p p l i c a t i o n s  t o  t h e  s o i l  
r e d u c e d  S .  s c l e r o t i o r u m  d i s e a s e  o n  L .  s a t i v a  ( W h i p p s ,  B u d g e  a n d  M c Q u i l k e n ,  1 9 9 3 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  f i e l d  a p p l i c a t i o n s  o f  C .  m i n i t a n s  c a u s e d  a  9 0  %  l o s s  o f  v i a b i l i t y  o f  s c l e r o t i a  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m ,  a n d  r e d u c e d  n u m b e r s  o f  a p o t h e c i a  b y  9 0  %  ( G e d a g h ,  v a n  d e  G e i j n ,  V e r d a m  a n d  
F o k k e m a ,  1 9 9 3 ) .  
1 . 1 0  S c l e r o t i n i a  s p p .  a s  m y c o h e r b i c i d e s  
S c l e r o t i n i a  s p p .  c a n  b e  p l a c e d  a t  t h e  l o w e r  e n d  o f  t h e  s c a l e  o f  p a r a s i t i s m  d e s c r i b e d  b y  
T e m p l e t o n  e t  a l .  ( 1 9 7 9 ) .  A l t h o u g h  t h e  b r o a d  h o s t  r a n g e  o f  t h e s e  p a t h o g e n s  p o s e s  a  r i s k  t o  
b e n e f i c i a l  h o s t  p l a n t s ,  t h e y  h a v e  c e r t a i n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  v a l u e  i n  m y c o h e r b i c i d e  
p r o g r a m m e s .  F o r  i n s t a n c e ,  S .  s c l e r o t i o r u m  w i l l  a t t a c k  w e e d s  f r o m  o v e r  4 0  g e n e r a ,  a n d  i s  a  
h i g h l y  l e t h a l  p a t h o g e n  w i t h o u t  f a s t i d i o u s  e n v i r o n m e n t a l  r e q u i r e m e n t s  f o r  i n f e c t i o n  ( M i l l e r  e t  
1 5  
a i . ,  1 9 8 9
8
) .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  w i l l  g r o w  w e l l  i n  c u l t u r e  a n d  s t o r e  w i t h o u t  l o s s  o f  
v i r u l e n c e  ( B r o s t e n  a n d  S a n d s ,  · 1 9 8 6 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  l i k e l i h o o d  o f  t h e  d e v e l o p r p . e n t  o f  h o s t  
r e s i s t a n c e  i s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  o t h e r  p a t h o g e n s ,  b e c a u s e  o f  i t s  w i d e  r a n g e  o f  m e c h a n i s m s  f o r  
h o s t  a t t a c k  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  w a s  f i r s t  e v a l u a t e d  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  f o r  c o n t r o l  o f  C i r s i u m  a r v e n s e  
( L . )  S c o p .  b y  B r o s t e n  a n d  S a n d s  ( 1 9 8 6 ) .  T h e s e  a u t h o r s  f o u n d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  c a u s e d  
d e a t h  o f  2 0 - 8 0  %  o f  C .  a r v e n s e  s h o o t s  i n  t h e  f i e l d ,  a n d  b y  i n f e r e n c e  f r o m  l o w e r  s t e m  
d e n s i t i e s  t h e  y e a r  a f t e r  t r e a t m e n t ,  c o n c l u d e d  t h a t  i t  w a s  a b l e  t o  d a m a g e  r o o t s .  T h e s e  a u t h o r s  
s u g g e s t e d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  h a d  p o t e n t i a l  a s  a  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  a g e n t  f o r  C .  a r v e n s e ,  b u t  
t h a t  s e l e c t i o n  a n d  g e n e t i c  m a n i p u l a t i o n  o f  t h e  p a t h o g e n  s h o u l d  b e  c a r r i e d  o u t  t o  r e s t r i c t  i t s  
h o s t  r a n g e ,  a n d  i m p r o v e  i t s  p o t e n t i a l  a s a  m y c o h e r b i c i d e .  
M i l l e r  e t  a i .  ( 1 9 8 9
8 b
)  r e c o g n i s e d  t h e  v a l u e  o f  p a t h o g e n s  w i t h  h i g h  l e t h a l i t y  f o r  e f f e c t i v e  w e e d  
c o n t r o l ,  b u t  w h i c h  a t  t h e  s a m e  t i m e  p r e s e n t  n o  t h r e a t  t o  n o n - t a r g e t ,  b e n e f i c i a l  p l a n t s .  T h e s e  
a u t h o r s  a t t e m p t e d  t o  g e n e r a t e  e n v i r o n m e n t a l l y  s a f e r  s t r a i n s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m ,  w i t h  r e d u c e d  
h o s t  r a n g e ,  m e a n s  o f  s p r e a d ,  a n d  s u r v i v a l  c a p a c i t y ,  u s i n g  t e c h n i q u e s  o f  m u t a g e n e s i s  a n d  
s e l e c t i o n .  A s c o s p o r e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  w e r e  e x p o s e d  t o  u l t r a v i o l e t  l i g h t .  T h i s  p r o d u c e d  a n  
i s o l a t e ,  p a t h o g e n i c  t o  e i g h t  h o s t  s p e c i e s ,  b u t  w h i c h  f a i l e d  t o  d e v e l o p  s c l e r o t i a  o n  m e d i a  o r  
o t h e r  i n o c u l a t e d  p l a n t s .  T h i s  r e n d e r e d  t h e  i s o l a t e  u n a b l e  t o  s p r e a d  b y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
a s c o s p o r e s ,  a n d  i n c a p a b l e  o f  o v e r w i n t e r i n g  ( M i l l e r  e t  a i . ,  1 9 8 9
8
) .  U s i n g  t h e  s a m e  t e c h n i q u e  o f  
i r r a d i a t i o n ,  M i l l e r  e t  a i .  ( 1 9 8 9
b
)  p r o d u c e d  a n  a u x o t r o p h i c  m u t a n t  i s o l a t e  w h i c h  w o u l d  n o t  
g r o w  o n  m i n i m a l  a g a r  w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  c y t o s i n e .  M o r e  i m p o r t a n t l y ,  t h i s  i s o l a t e  c o u l d  
o n l y  d e v e l o p  o n  t h e  h o s t  p l a n t  w h e n  a n  e x o g e n o u s  s o u r c e  o f  c y t o s i n e  w a s  a p p l i e d  w i t h  t h e  
i n o c u l u m .  T h u s ,  M i l l e r  e t  a i .  ( 1 9 8 9
b
)  w e r e  a b l e  t o  d e v e l o p  a  s t r a i n  o f  t h e  p a t h o g e n  w h i c h  
c o u l d  b e  " c o n t a i n e d "  t o  t h e  a r e a  o f  a p p l i c a t i o n  o n l y ,  t h e r e b y  c r e a t i n g  a  r e l a t i v e l y  h o s t  s p e c i f i c  
b i o c o n t r o l  c a n d i d a t e  ( S a n d s  e t  a i . ,  1 9 9 0
b
) .  
R i d d l e ,  B u r p e e  a n d  B o l a n d  ( 1 9 9 1 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m u t a n t  s t r a i n s  d e v e l o p e d  b y  M i l l e r  e t  a i .  
( 1 9 8 9
a b
)  g r e a t l y  i m p r o v e d  t h e  p o t e n t i a l  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  a s  s e l e c t i v e ,  p o s t  e m e r g e n c e  
m y c o h e r b i c i d e s  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  T a r a x a c u m  o f f i c i n a i e  W e b e r  i n  W i g g e r s  i n  t u r f g r a s s .  T h e s e  
a u t h o r s  e v a l u a t e d  t h e  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  m i n o r  f o r  b i o c o n t r o l  o f  T .  o f f i c i n a i e ,  
a f t e r  r e s t r i c t i o n s  w e r e  i m p o s e d  o n  t h e  u s e  o f  t h e  h e r b i c i d e  2 , 4 - D  i n  r e c r e a t i o n a l  a r e a s  i n  
: - . .  ',~,': . .  ' - '  . .  :  . . .  
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N o r t h  A m e r i c a .  A p p l i c a t i o n s  o f  a n  i s o l a t e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  w e r e  f o u n d  t o  r e d u c e  t h e  
n u m b e r s  o f  T .  o f f i c i n a l e  p l a n t s  i n  a  t u r f g r a s s  s w a r d  b y  8 0 . 7  %  ( R i d d l e  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  T h e s e  
a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p a t h o g e n  c o u l d  a l s o  b e  u s e d  a g a i n s t  o t h e r  b r o a d l e a v e d  w e e d s  i n  
t u r f g r a s s .  
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I n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t a l  u s e  o f  a  m y c o h e r b i c i d e  i n  N e w  Z e a l a n d ,  B o u r d o t ,  H a r v e y ,  H u r r e l l  
a n d  A l e x a n d e r  ( 1 9 9 3 )  t e s t e d  t h e  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  f o r  c o n t r o l  o f  C .  a r v e n s e .  T h e s e  
a u t h o r s  f o u n d  t h a t  f i e l d  a p p l i c a t i o n s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  t o  t h e  f o l i a g e  o f  C .  a r v e n s e  r e s u l t e d  i n  
d e a t h  o f  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  s h o o t s  i n  t h e  y e a r  o f  a p p l i c a t i o n ,  r e - i n f e c t i o n  o f  t h e  n e w  s h o o t s  
p r o d u c e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  u n d e r g r o u n d  s t e m s ,  a n d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  r e g e n e r a t i v e  
c a p a c i t y  o f  t h e  r o o t  s y s t e m  i n  t h e  y e a r  f o l l o w i n g  t h e  t r e a t m e n t .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  p l a n t s  i n  t h e  
t r e a t e d  p l o t s  h a d  7 0  %  r e d u c t i o n  i n  t h e  b i o m a s s  o f  t h e  r o o t s  b y  t h e  a u t u m n  a f t e r  t h e  
t r e a t m e n t .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  d i d  n o t  s p r e a d  f r o m  t r e a t e d  t o  u n t r e a t e d  p l o t s ,  a n d  r e s u l t s  
i n d i c a t e d  t h a t  w h e n  S .  s c l e r o t i o r u m  i s  u s e d  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  i n  p a s t u r e ,  s u b s e q u e n t  
p a t h o g e n  c a r r y - o v e r  a n d  s p r e a d  a r e  m i n i m a l  ( H a r v e y ,  W a i p a r a  a n d  B o u r d o t ,  1 9 9 3 ) .  F i g u r e  1 . 1  
i l l u s t r a t e s  t h e  r i s k  p o t e n t i a l  o f  a p p l y i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  t o  p a s t u r e .  A u x o t r o p h i c  s t r a i n s  
d e v e l o p e d  b y  M i l l e r  e t  a l .  ( 1 9 8 9
a b
)  w e r e  t e s t e d  f o r  e f f i c a c y  a g a i n s t  C .  a r v e n s e  i n  N e w  
Z e a l a n d ,  b u t  f o u n d  t o  b e  s u b s t a n t i a l l y  l e s s  v i r u l e n t  t h a n  w i l d  t y p e s  f r o m  b o t h  N e w  Z e a l a n d  
a n d  t h e  U n i t e d  S t a t e s  ( H a r v e y  p e r s .  c o m m . ) .  
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F i g u r e  1 . 1 :  T h e  r i s k  p o t e n t i a l  o f  a p p l y i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  t o  p a s t u r e  ( H a r v e y ,  u n p u b l i s h e d ) .  
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1 . 1 1  B i o l o g y  o f  R a n u n c u l u s  a c r i s  L . ,  a  h e r b a c e o u s  p e r e n n i a l  w e e d  
R a n u n c u i u s  a c r i s  s u b s p .  a c r i s  L ,  i s  i n  t h e  f a m i l y  R a n u n c u i a c e a e  w h i c h  e n c o m p a s s e s  4 8  
g e n e r a  a n d  s o m e  1 3 0 0  s p e c i e s ,  m a n y  o f  w h i c h  a r e  a c r i d  a n d  p o i s o n o u s  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  
a l k a l o i d s  i n  t h e i r  t i s s u e s  ( C l a p h a m ,  T u t i n  a n d  M o o r e ,  1 9 8 7 ) .  I n  N e w  Z e a l a n d  t h i s  p l a n t  i s  .  
c o m m o n l y  k n o w n  a s  g i a n t  b u t t e r c u p  ( G a r n o c k - J o n e s ,  1 9 8 1 ) .  I t  i s  a  p e r e n n i a l  h e r b  w i t h  
f i b r o u s  r o o t s ,  a n  e r e c t  o r  c r e e p i n g  r h i z o m e  o r  s t o c k  ( t e r m e d  " c r o w n "  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y )  a n d  
a  b r a n c h e d ,  h a i r y  s t e m  w h i c h  i s  h o l l o w  a n d  1 5 - 1 0 0  c m  i n  l e n g t h .  F l o w e r s  a r e  y e l l o w  c h r o m e .  
T h e  l e a f  l a m i n a  i s  p a l m a t e  w i t h  2 - 7  l o b e s ,  e a c h  l o b e  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  t o o t h e d  s t a l k l e s s  
s e g m e n t s .  T h e  p e t i o l e s  a r e  v a r i a b l e  i n  l e n g t h ,  d e p e n d i n g  o n  c o m p e t i t i o n ,  a n d  a r e  g l a b r o u s  t o  
d e n s e l y  h a i r y  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ;  C l a p h a m  e t  a i . ,  1 9 8 7 ) .  R a n u n c u i u s  a c r i s  i s  n a t i v e  t o  E u r a s i a  
w h e r e  i t  h a s  a  w i d e  d i s t r i b u t i o n .  I t  w a s  i n t r o d u c e d  t o  N o r t h  A m e r i c a ,  S o u t h  A f r i c a  a n d  N e w  
Z e a l a n d ,  e s t a b l i s h i n g  i t s e l f  b e s t  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  h i g h  r a i n f a l l  ( C l a p h a m  e t  a i . ,  1 9 8 7 ;  
G r i m e ,  H o d g s o n  a n d  H u n t ,  1 9 8 8 ) .  R a n u n c u i u s  a c r i s  i s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  m o s t  o f  N e w  
Z e a l a n d  ( G a r n o c k - J o n e s ,  1 9 8 1 ) ,  a l t h o u g h  d o m i n a t i n g  i n  t h e  h i g h e r  r a i n f a l l  a r e a s  o n  t h e  w e s t  
s i d e  o f  b o t h  o f  t h e  N o r t h  ~md S o u t h  I s l a n d s .  
R a n u n c u i u s  a c r i s  w a s  d e s c r i b e d  b y  H a r p e r  a n d  S a g a r  ( 1 9 5 3 )  a s  a  w e e d  g e n e r a l l y  i n h a b i t i n g  
g r a z e d  o r  m o w n  g r a s s l a n d  c o m m u n i t i e s .  T h e  w e e d  s t a t u s  o f  R .  a c r i s  i s  d u e  t o  a  n u m b e r  o f  
c h a r a c t e r i s t i c s .  I t  i s  p e r s i s t e n t  a n d  v i g o r o u s  w i t h  a n  e x t r e m e l y  h i g h  c a p a c i t y  f o r  s e e d i n g .  O n e  
p l a n t  c a n  p r o d u c e  4 0 0 0 - 5 0 0 0  s e e d s  p e r  y e a r  ( T u c k e t t ,  1 9 6 1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  R .  a c r i s  c a n  u n d e r g o  
v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  t h r o u g h  b r a n c h i n g  o f  i t s  c r o w n ,  a n d  s e p a r a t i o n  o f  t h e  n e w  p l a n t l e t s  
( G r i m e  e t  a i . ,  1 9 8 8 ) .  I t  i s  a b l e  t o  c o m p e t e  s u c c e s s f u l l y  w i t h  o t h e r  p a s t u r e  s p e c i e s  f o r  l i g h t ,  
n u t r i e n t s  a n d  w a t e r  ( G r i m e  e t  a i . ,  1 9 8 8 ) ,  w i t h  t h i s  c o m p e t i t i v e  a b i l i t y  e n h a n c e d  b y  t h e  h e i g h t  
o f  i t s  f l o w e r i n g  s t e m  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) .  T h e  l i f e  e x p e c t a n c y  o f  i n d i v i d u a l  p l a n t s  m a y  b e  u p  t o  
f o u r  y e a r s  ( S a r u k h a n  a n d  H a r p e r ,  1 9 7 3 ) .  T h e  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s  c o n t a i n  a  g l y c o s i d e ,  
r a n u n c u l i n ,  w h i c h  r e l e a s e  p r o t o a n e m o n i n  w h e n  c r u s h e d ,  a n  a c r i d  t a s t i n g  v e s i c a n t  k n o w n  t o  
c a u s e  d i s c o m f o r t  o n  c h e w i n g ,  a n d  p o s s i b l y  d a m a g e  t o  t h e  d i g e s t i v e  s y s t e m  ( H a r p e r  a n d  S a g a r ,  
1 9 5 3 ) .  I n g e s t i o n  o f  R .  a c r i s  b y  c a t t l e  c a u s e d  b l i s t e r i n g  o f  t h e  t o n g u e  a n d  l i p s  ( S h e a r e r ,  1 9 3 8 ;  
H i l l  a n d  V a n  H e y n i n g e n ,  1 9 5 1 ) .  P r o t o a n e m o n i n  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  p h y t o t o x i c  a n d  
a c t i v e l y  a n t i b i o t i c  t o  b o t h  b a c t e r i a  a n d  f u n g i  ( H o l d e n ,  S e e g a l  a n d  B a e r ,  1 9 4 7 ;  M a r t i n ,  S a n  
R o m a n  a n d  D o m i n g u e z ,  1 9 9 0 ) .  T h e r e f o r e ,  R .  a c r i s  i s  h i g h l y  u n p a l a t a b l e  t o  c a t t l e ,  w h i c h  t e n d  
t o  a v o i d  i t  a s  w e l l  a s  v e g e t a t i o n  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  i t .  A s  a  r e s u l t ,  t h e r e  i s  m u c h  w a s t a g e  
i n  i n f e s t e d  p a s t u r e s  b e c a u s e  o f  s i t e  s p e c i f i c ,  p r e f e r e n t i a l  g r a z i n g .  P a s t u r e s  a r e  v u l n e r a b l e  t o  
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t h e  s p r e a d  o f  R .  a c r i s  u n d e r  h e a v y  g r a z i n g  ( H a r p e r  a n d  S a g a r ,  1 9 5 3 ;  H a r p e r ,  1 9 5 7 ) .  
R a n u n c u l u s  a c r i s  h a s  b e c o m e  a n  i m p o r t a n t  w e e d  i n  t h e  m a j o r  d a i r y i n g  r e g i o n s  o f  N e w  
Z e a l a n d .  I n  t h e  N o r t h  I s l a n d  t h e s e  a r e a s  i n c l u d e  T a r a n a k i ,  W a i k a t o ,  S o u t h  H a w k e s  B a y ,  
N o r t h e r n  W a i r a p a  a n d  H o r o w h e n u a ,  a n d  i n  t h e  S o u t h  I s l a n d ,  t h e  T a k a k a  v a l l e y  ( s e e  A p p e n d i x  
I ,  P l a t e  v )  ( T u c k e t t ,  1 9 6 1 ) .  S i n c e  t h e  l a t e  1 9 4 0 ' s ,  t h e  p h e n o x y  h e r b i c i d e s '  M C P A  a n d  M C P B  
h a v e  b e e n  a p p l i e d  r e g u l a r l y  t o  m a n y  i n f e s t e d  d a i r y  p a s t u r e s  f o r  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s ,  s i n c e  o t h e r  
h e r b i c i d e s  s u c h  a s  2 , 4 , 5 - T  a n d  2 , 4 - D  g a v e  p o o r  c o n t r o l  ( T u c k e t t ,  1 9 6 1 ) .  H o w e v e r ,  
i n c r e a s i n g l y  p o o r  c o n t r o l  w i t h  M C P  A  a n d  M C P B  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  R .  a c r i s  p o p u l a t i o n s  i n  
t h e  T a k a k a  r e g i o n  ( B o u r d o t  a n d  H u r r e l l ,  1 9 8 8 ;  B o u r d o t ,  H u r r e l l  a n d  S a v i l l e ,  1 9 9 0 ) .  B o u r d o t  
e t  a l .  ( 1 9 9 0 )  f o u n d  a  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  L D 5 0  v a l u e s  f o r  M C P A  a p p l i c a t i o n s  a n d  
h i s t o r i c a l  e x p o s u r e  o f  t h e  p o p u l a t i o n s  t o  M C P A ,  t h u s  p r o v i d i n g  c o n s i d e r a b l e  e v i d e n c e  f o r  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  R .  a c r i s  p o p u l a t i o n s  r e s i s t a n t  t o  t h e s e  h e r b i c i d e s .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  
t h e  l o n g  t e r m  u s e  o f  t h e s e  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  h a s  l e d  t o  s i t e  s p e c i f i c ,  r e s i s t a n t  p o p u l a t i o n s  o f  
t h i s  w e e d .  I n  a d d i t i o n  t o  r e s i s t a n c e ,  o t h e r  f a c t o r s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  w h i c h  r e d u c e  t h e  
e f f i c a c y  o f  h e r b i c i d e s  f o r  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  i n  T a k a k a  v a l l e y  d a i r y  p a s t u r e s  ( B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  
T h e s e  a r e ;  a  p r o t r a c t e d  s e e d  g e r m i n a t i o n  p e r i o d ,  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  d u r i n g  f l o w e r i n g ,  a n d  
t h e  f a c t  t h a t  t h e  o p t i m u m  s p r a y i n g  p e r i o d  c o i n c i d e s  w i t h  e a r l y - s p r i n g  c a l v i n g  ( B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  
A p p r o x i m a t e l y  3 0 0 0  h a  o f  d a i r y  p a s t u r e  a r e  t h o u g h t  t o  b e  i n f e s t e d  w i t h  R .  a c r i s  i n  t h e  T a k a k a  
v a l l e y  ( B o u r d o t  p e r s .  c o m m . ) ,  w i t h  s o m e  p a s t u r e s  r e p o r t e d  t o  b e  a s  m u c h  a s  6 0  %  i n f e s t e d  
( B o u r d o t  a n d  H u r r e l l ,  1 9 9 0 ) .  P o p a y ,  B a r l o w  a n d  B o u r d o t  ( 1 9 8 9 )  u s e d  a  s i m u l a t i o n  m o d e l  t o  
c a l c u l a t e  t h e  e c o n o m i c  e f f e c t s  o f  R .  a c r i s  i n f e s t a t i o n s  i n  N e w  Z e a l a n d  d a i r y  p a s t u r e s .  
A s s u m i n g  a  m a x i m u m  y e a r l y  c o v e r  o f  3 8  %  R .  a c r i s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  c o n t r o l  s t r a t e g y ,  
t h e s e  a u t h o r s  e s t i m a t e d  t h a t  t h e  a n n u a l  c o s t  o f  R .  a c r i s  w a s  N Z $ 6 7 6  h a -
1
•  I t  w a s  
r e c o m m e n d e d  t h a t  t r e a t m e n t  w i t h  M C P A  b e  c a r r i e d  o u t  l e s s  f r e q u e n t l y  t o  r e d u c e  t h e  s e l e c t i o n  
p r e s s u r e  f o r  r e s i s t a n c e  ( P o p a y  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  
T h e r e  i s  p o t e n t i a l  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  u s e  o f  m y c o h e r b i c i d e s  a g a i n s t  s o m e  N e w  Z e a l a n d  
w e e d s  w h i c h  c a n n o t  b e  c o n t r o l l e d  b y  o t h e r  m e t h o d s  ( J o h n s t o n ,  1 9 9 0
a
;  P o p a y  a n d  C h e a h ,  
1 9 9 0 ) ,  p a r t i c u l a r l y  s i n c e  t h e  N e w  Z e a l a n d  h e r b i c i d e  m a r k e t  i s  t o o  s m a l l  o n  a  w o r l d  s c a l e  f o r  
t h e  e c o n o m i c a l  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  ( P o p a y  a n d  C h e a h ,  1 9 9 0 ) .  
R a n u n c u l u s  a c r i s  h a s  a  n u m b e r  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  s u g g e s t e d  b y  T e m p l e t o n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  
,  .  
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a n d  P o p a y  a n d  C h e a h  ( 1 9 9 0 )  w h i c h  m a k e  i t  a  s u i t a b l e  c a n d i d a t e  w e e d  f o r  a  m y c o h e r b i c i d e .  I t  
i n f e s t s  h i g h l y  p r o d u c t i v e  l a n d ,  a n d  c a u s e s  o b v i o u s  l o s s  o f  p r o d u c t i o n ,  b u t  o n l y  i n  a  s m a l l ,  
s p e c i a l i s e d  a r e a .  T h e  i m p a c t  o f  R .  a c r i s  i n  N e w  Z e a l a n d ,  r e l a t i v e  t o  t h e  i m p o r t a n c e  o f  o t h e r  
w e e d  s p e c i e s  ( S y r e t t ,  1 9 8 8 ) ,  i s  l o w .  T h e r e f o r e ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  n e w  c h e m i c a l  h e r b i c i d e  
f o r  R .  a c r i s  i s  n o t  a n  e c o n o m i c a l l y  v i a b l e  o p t i o n .  I m p o r t a n t l y ,  R .  a c r i s  h a s  d e v e l o p e d  
r e s i s t a n c e  t o  t h e  o n l y  r e l i a b l e  f o r m  o f  c h e m i c a l  c o n t r o l .  F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  e c o n o m i c a l  
d e v e l o p m e n t  a n d  u s e  o f  a  m y c o h e r b i c i d e  f o r  R .  a c r i s  m a y  b e  f e a s i b l e .  
1 . 1 2  T h e  i m p l i c a t i o n s  o f  t a r g e t i n g  a  p e r e n n i a l  w e e d  
T h e  p e r e n n i a l  n a t u r e  o f  R .  a c r i s  i s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  w h i c h  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  w h e n  
e v a l u a t i n g  a  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e .  A l t h o u g h  a p p r o x i m a t e l y  h a l f  o f  a l l  m y c o h e r b i c i d e  
p r o g r a m m e s  i n  1 9 8 9  w e r e  d i r e c t e d  a t  c o n t r o l l i n g  p e r e n n i a l  w e e d s  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) ,  m o s t  
o f  t h e  m y c o h e r b i c i d e s  w h i c h  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  t h e  c o m m e r c i a l  s t a g e  t a r g e t  a n n u a l  
w e e d s .  T h e  m a j o r i t y  o f  m y c o h e r b i c i d e  c a n d i d a t e s  a r e  f o l i a r  p a t h o g e n s  w h i c h  i n f l i c t  d i s e a s e  o n  
l e a v e s  a n d  s t e m s  o f  t h e  t a r g e t  w e e d ,  s i n c e  ' t h e s e  p a t h o g e n s  a r e  m o r e  e a s i l y  a p p l i e d ,  a n d  t e n d  
t o  h a v e  a  n a r r o w e r  h o s t  r a n g e  t h a n  r o o t  i n v a d i n g  f u n g i  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  T h u s ,  
m y c o h e r b i c i d e s  m a y  b e  l e s s  e f f i c a c i o u s  o n  p e r e n n i a l  w e e d s  t h a n  o n  a n n u a l  w e e d s ,  b e c a u s e  o f  
r e g r o w t h  f r o m  p r o t e c t e d  r e s e r v e  t i s s u e s ,  a n d  t h e i r  c a p a c i t y  f o r  a s e x u a l  p r o p a g a t i o n  ( F o r s y t h  
a n d  W a t s o n ,  1 9 8 5 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 8 8 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 ) .  F o r  i n s t a n c e ,  H u b e r -
M e i n i c k e ,  D e f a g o  a n d  S e d l a r  ( 1 9 8 9 )  f o u n d  t h a t  t h e  g r e a t e s t  p r o b l e m  w i t h  t h e  p e r e n n i a l  w e e d  
R u m e x  o b t u s i f o l i u s  ( L . )  w a s  i t s  a b i l i t y  t o  r e g r o w  r a p i d l y  f r o m  t h e  r h i z o m e  a f t e r  l e a f  d a m a g e  
c a u s e d  b y  t h e  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e  R a m u l a r i a  r u b e l l a  ( B o n . )  N a n n f .  T h e s e  a u t h o r s  
s u g g e s t e d  t h a t  o t h e r  s t r e s s  f a c t o r s  m a y  b e  n e c e s s a r y  t o  c o n t r o l  R .  o b t u s i f o l i u s  i n  t h e  f i e l d .  
T h e  m o s t  e f f i c a c i o u s  p a t h o g e n s  f o r  c o n t r o l  o f  p e r e n n i a l  w e e d s  m a y  b e  t h o s e  w h i c h  a t t a c k  
u n d e r g r o u n d  s t r u c t u r e s  o f  p l a n t s .  A  p a t h o g e n  s u c h  a s  S .  s c l e r o t i o r u m ,  w h i c h  w i l l  a t t a c k  m o s t  
p l a n t  p a r t s ,  m a y  b e  o f  v a l u e  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  f o r  a  p e r e n n i a l  w e e d  s u c h  a s  R .  a c r i s ,  
p a r t i c u l a r l y  s i n c e  t h i s  p a t h o g e n  i n f e c t e d  t h e  r o o t  s y s t e m  o f  C .  a r v e n s e  a n d  p r e v e n t e d  r e g r o w t h  
( B r o s t e n  a n d  S a n d s ,  1 9 8 6 ;  B o u r d o t  e t  a i . ,  1 9 9 3 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  i n v a s i o n  o f  t h e  u n d e r g r o u n d  
o r g a n ,  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  c a n d i d a t e  p a t h o g e n  f o r  s e c o n d a r y  i n f e c t i o n  o f  t h e  p l a n t ' s  
r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  m a y  b e  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  d e t e r m i n i n g  i t s  e f f i c a c y  o n  a  p e r e n n i a l  w e e d .  
. . .  ' "  
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1 . 1 3  O v e r a l l  o b j e c t i v e s  o f  t h e  s t u d y  
T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  e v a l u a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  u s i n g  S .  
s c l e r o t i o r u m  a s  a  m y c o h e r b i c i d e ,  w i t h  a  f o c u s  o n  t h e  p e r e n n i a l  n a t u r e  o f  t h e  w e e d ,  a n d  t h e  
e x t e n t  t o  w h i c h  t h i s  m a y  i n f l u e n c e  s u c c e s s f u l  c o n t r o l .  S i n c e  S .  s c l e r o t i o r u m  h a s  n e v e r  
o f f i c i a l l y  b e e n  r e c o r d e d  o n  R .  a c r i s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( H a r v e y  p e r s .  c o m m . ) ,  t h i s  s t u d y  h a s  
d e a l t  w i t h  a n  e n t i r e l y  n e w  h o s t / p a t h o g e n  c o m p l e x .  
S c l e r o t i n i a  s p p .  w e r e  s e l e c t e d  a s  c a n d i d a t e  p a t h o g e n s  a f t e r  e x t e n s i v e  e v a l u a t i o n  o f  f i e l d  
p o p u l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  i n  G o l d e n  B a y  a n d  C a n t e r b u r y ,  N e w  Z e a l a n d  ( G r e e n ,  u n p u b l i s h e d  
d a t a ) .  A  n u m b e r  o f  f u n g i  w e r e  i s o l a t e d  a n d  i d e n t i f i e d .  T h e s e  w e r e  i )  b o t h  t h e  a n a m o r p h  a n d  
t e l e o m o r p h  o f  a  s p e c i e s  o f  G n o m o n i a  ( i d e n t i f i e d  b y  t h e  I n t e r n a t i o n a l  M y c o l o g i c a l  I n s t i t u t e ) ,  
i i )  A l t e r n a r i a  s p p . ,  i i i )  F u s a r i u m  s p p . ,  i v )  S e p t o r i a  s p p . ,  v )  P h o m a  s p p . ,  a n d  v i )  S .  
s c l e r o t i o r u m .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  c a n d i d a t e  p a t h o g e n  b e c a u s e  o f  i t s  
g r e a t e r  p a t h o g e n i c i t y  i n  p r e l i m i n a r y  t e s t s .  A n o t h e r  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s ,  S . m i n o r ,  w a s  a l s o  
s e l e c t e d  f o r  s t u d y .  
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T h e  i n i t i a l  s t a g e  o f  a  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e  r e q u i r e s  t h e  s e l e c t i o n  o f  i s o l a t e s  o f  t h e  
c a n d i d a t e  p a t h o g e n  m o s t  e f f e c t i v e  a g a i n s t  t h e  t a r g e t  w e e d .  I n  C h a p t e r  2 ,  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  
i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  m i n o r  o n  b o t h  e x c i s e d  t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  
a r e  r e p o r t e d .  O n e  o b j e c t i v e  w a s  t o  c o m p a r e  t h e s e  t w o  s c r e e n i n g  m e t h o d s  a n d  d e t e r m i n e  t h e  
e x t e n t  o f  c o r r e l a t i o n .  I n  p a r t i c u l a r ,  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  e x c i s e d  t i s s u e  m e t h o d  f o r  s c r e e n i n g  
c a n d i d a t e  p a t h o g e n s  o n  p e r e n n i a l  w e e d s  i s  c o n s i d e r e d  i n  r e l a t i o n  t o  p e r f o r m a n c e  a g a i n s t  i n t a c t  
p l a n t s .  
A n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  i n  t h e  w e e d  h o s t  i s  a n  e s s e n t i a l  p a r t  o f  a  
m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e .  F o r  a  p e r e n n i a l  w e e d  s u c h  a s  R .  a c r i s ,  t h e  d e g r e e  o f  i n f e c t i o n  o f  
i t s  u n d e r g r o u n d  o r g a n ,  t h e  c r o w n ,  m a y  s t r o n g l y  i n f l u e n c e  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  c o n t r o l .  T h e  
r o l e  o f  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  a s  t h e  m a j o r  t a r g e t  f o r  S .  s c l e r o t i o r u m  i s  a s s e s s e d  i n  C h a p t e r  3 .  
A  h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  w a s  u n d e r t a k e n  w i t h  t h e  o b j e c t i v e  o f  
d e t e r m i n i n g  t h e  m o r p h o l o g i c a l  b a s i s  o f  c r o w n  r e s i s t a n c e ,  a n d  p o s s i b l e  s u r v i v a l  o f  t h e  
r e g e n e r a t i v e  b u d s .  
T h e  r e g r o w t h  c a p a c i t y  o f  p e r e n n i a l  w e e d s  m a y  b e  i n f l u e n c e d  b y  t h e  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  
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c a r b o h y d r a t e  s t a t u s  o f  t h e i r  r e s e r v e  o r g a n s .  I n  C h a p t e r  4 ,  t h e  c r o w n  b i o m a s s ,  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  s t a t u s ,  a n d  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  a t  v a r i o u s  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  w a s  
d e t e n n i n e d .  T h e  e f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  R .  a c r i s  w a s  a l s o  a s s e s s e d .  A p p r o p r i a t e  t i m i n g  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  o f  R .  a c r i s ,  a n d  t h e  p o s s i b l e  u s e  o f  a  c o m b i n e d  c o n t r o l  s t r a t e g y  a r e  
c o n s i d e r e d .  T h e  o v e r a l l  o b j e c t i v e  w a s  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  m a n i p u l a t i o n  o f  b i o l o g i c a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  c o u l d  i n f l u e n c e  t h e  e f f i c a c y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  S u c h  m a n i p u l a t i o n s  c o u l d  f o n n  
t h e  b a s i s  f o r  d e t e n n i n i n g  o p t i m u m  a p p l i c a t i o n  t i m e s  i n  r e l a t i o n  t o  p l a n t  g r o w t h  a n d  
d e v e l o p m e n t  c h a r a c t e r i s t i c s .  
I n  t h e  g e n e r a l  d i s c u s s i o n  o f  t h e  t h e s i s  f i n d i n g s  ( C h a p t e r  5 ) ,  t h e  i m p l i c a t i o n s  f o r  c o n t r o l  o f  R .  
a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  a r e  c o n s i d e r e d ,  b o t h  i n  t e n n s  o f  w h a t  h a s  b e e n  d e t e n n i n e d  a b o u t  
t h e  s p e c i e s  i n t e r a c t i o n ,  a n d  t h e  p r a c t i c a l  p o s s i b i l i t i e s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  m y c o h e r b i c i d e  
a p p r o a c h  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  u s i n g  S .  s c l e r o t i o r u m .  S u g g e s t i o n s  f o r  f u t u r e  r e s e a r c h  a r e  
d i s c u s s e d .  
.  _ .  - - " - .  
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C H A P T E R  2  
T H E  P A T H O G E N I C I T Y  O F  I S O L A T E S  O F  S C L E R O T I N I A  S C L E R O T I O R U M  
A N D  S C L E R O T I N I A  M I N O R  O N  E X C I S E D  T I S S U E S  A N D  I N T A C T  P L A N T S ·  
2 . 1  I N T R O D U C T I O N  
2 2  
T h e  i n i t i a l  s t a g e  i n  a n y  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  p r o g r a m m e  i n v o l v e s  t h e  c o l l e c t i o n ,  a n d  
e v a l u a t i o n  f o r  p a t h o g e n i c i t y ,  o f  i s o l a t e s  m o s t  e f f e c t i v e  o n  t h e  t a r g e t  w e e d  ( M u k e r j i  a n d  G a r g ,  
1 9 8 8 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  T h i s  r e q u i r e s  t h e  c o l l e c t i o n  o f  i s o l a t e s  f r o m  a  v a r i e t y  o f  
d i s e a s e d  h o s t  p l a n t s ,  i n c l u d i n g  t h e  t a r g e t  w e e d ,  a n d  f r o m  g e o g r a p h i c a l l y  d i s p e r s e d  l o c a t i o n s .  
T h i s  p r o v i d e s  i s o l a t e s  w i t h  a  w i d e  g e n e t i c  b a s e  f r o m  w h i c h  t o  s c r e e n  a n d  s e l e c t  t h e  m o s t  
p a t h o g e n i c .  P a t h o g e n i c i t y  i s  e v a l u a t e d  b y  c o m p a r i n g  r a t e s  o f  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  o n  
i n o c u l a t e d  t a r g e t  w e e d s  u n d e r  u n i f o r m  c o n d i t i o n s  ( s e e  R i d d l e  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  
S c l e r o t i n i a  s p p .  h o s t  p l a n t s  h a v e  b e e n  i n o c u l a t e d  t o  s c r e e n  c u l t i v a r s  o f  c r o p  p l a n t s  f o r  
r e s i s t a n c e  t o  o n e  o r  m o r e  i s o l a t e s  o f  t h e  p a t h o g e n  ( P r i c e  a n d  C o l h o u n ,  1 9 7 5 ;  H u n t e r ,  1 9 8 1 ;  
P h i p p s ,  1 9 8 2 ;  C l i n e ,  1 9 8 3 ;  B o l a n d  a n d  H a l l ,  1 9 8 6 ) .  H o w e v e r ,  g r e e n h o u s e  t e s t s  o f  i n t a c t  p l a n t s  
r e q u i r e  m u c h  t i m e ,  s p a c e  a n d  l a b o u r .  T h u s  C h u n ,  K a o  a n d  L o c k w o o d  ( 1 9 8 7 )  d e v i s e d  a  m o r e  
r a p i d  m e t h o d  f o r  r e s i s t a n c e  t e s t s ,  w h i c h  i n v o l v e d  t h e  i n o c u l a t i o n  o f  e x c i s e d  s t e m s  o f  G l y c i n e  
m a x  ( L . )  M e r r .  P a t h o g e n i c i t y  w a s  q u a n t i f i e d  b y  m e a s u r i n g  i n d i v i d u a l  l e s i o n  l e n g t h  ( C h u n  e t  
a l . ,  1 9 8 7 ) .  N e l s o n ,  H e l m s  a n d  K u r a l  ( 1 9 9 1 )  u s e d  t h e  e x c i s e d  s t e m  m e t h o d  a s  d e v i s e d  b y  
C h u n  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  t o  s c r e e n  G .  m a x  c u l t i v a r s  f o r  r e s i s t a n c e  t o  t e n  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  
M i k l a s ,  G r a f t o n  a n d  N e l s o n  ( 1 9 9 2 )  f o u n d  t h a t  e x c i s e d  s t e m s  c o u l d  b e  u s e d  a s  a  r a p i d  m e t h o d  
f o r  s c r e e n i n g  c u l t i v a r s  o f  P h a s e o l u s  v u l g a r i s  ( L . )  f o r  r e s i s t a n c e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m .  
T h e  e x c i s e d  t i s s u e  t e c h n i q u e  h a s  p o t e n t i a l  f o r  u s e  i n  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e s .  R i d d l e e t  a l .  
( 1 9 9 1 )  u s e d  e x c i s e d  l e a v e s  t o  t e s t  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  
m i n o r  J a g g e r  o n  t h e  t u r f g r a s s  w e e d ,  T a r a x a c u m  o f f i c i n a l e  W e b e r  i n  W i g g e r s .  T h e y  r e p o r t e d  
s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n s  b e t w e e n  p a t h o g e n i c i t y  o n  d e t a c h e d  l e a v e s  o f  T .  o f f i c i n a l e ,  r e d u c t i o n s  
i n  p l a n t  d r y  w e i g h t s  d u r i n g  g l a s s h o u s e  t e s t s ,  a n d  t h e  r e d u c t i o n  i n  p l a n t  n u m b e r s  d u r i n g  f i e l d  
t e s t s .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  e x c i s e d  t i s s u e s  c a n  b e  u s e d  t o  r a n k  i s o l a t e s  a c c o r d i n g  t o  
p a t h o g e n i c i t y ,  a n d  t h a t  t h e s e  r e s u l t s  m a y  p r o v i d e  a  r e l i a b l e  i n d i c a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e  o f  a n  
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i n t a c t  p l a n t  o f  T .  o f f i c i n a l e  t o  i n f e c t i o n  b y  S c l e r o t i n i a  s p p .  T h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  
c h a p t e r  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  a i m s :  
1 .  T o  r e p o r t  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  m i n o r  o n  b o t h  e x c i s e d  
t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  
2 .  T o  d e t e r m i n e  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e s e  s c r e e n i n g  m e t h o d s  f o r  t h i s  w e e d / p a t h o g e n  c o m p l e x .  
I n  a d d i t i o n ,  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  t o  e v a l u a t e  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e  p o t e n t i a l  p a t h o g e n i c i t y  o f  
i n o c u l u m  d u r i n g  i n  v i t r o  s c r e e n i n g  a r e  r e p o r t e d  ( A p p e n d i x  I I I ) .  
2 . 2  M E T H O D S  
2 . 2 . 1  C o l l e c t i o n  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  i s o l a t e s  a n d  s t o c k  p l a n t s  
2 3  
N i n e t e e n  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  t h r e e  i s o l a t e s  o f  S .  m i n o r  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  
l o c a t i o n s  a r o u n d  N e w  Z e a l a n d  ( T a b l e  2 . 1 ) .  S c l e r o t i a  a n d  d i s e a s e d  t i s s u e  f r o m  i n f e c t e d  h o s t  
p l a n t s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i s e d  i n  0 . 1  %  s o d i u m  h y p o c h l o r i t e  s o l u t i o n  a n d  s m a l l  p i e c e s  w e r e  
p l a t e d  o n t o  1  %  w a t e r  a g a r  i n  P e t r i  d i s h e s :  T h e s e  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 5 ° C  w i t h  a  1 2  h  
p h o t o p e r i o d  o f  n e a r - u l t r a  v i o l e t  ( N U V )  a n d  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t .  A f t e r  2 - 3  d a y s ,  h y p h a l  
t i p s  w e r e  t r a n s f e r r e d  f r o m  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  c o l o n i e s  o n t o  m a l t  e x t r a c t  a g a r  ( M E A ,  
O x o i d  T M ) .  C u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  M E A  s l o p e s  a t  4 ° C ,  o r  a s  m y c e l i u m  i n  s t e r i l e  
d i s t i l l e d  w a t e r  a s  d e s c r i b e d  b y  B o e s e w i n k e l  ( 1 9 7 6 ) .  
S t o c k  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  w e r e  g r o w n  f r o m  s e e d  i n  a  g l a s s h o u s e .  S e e d s  f r o m  t h e  T a k a k a  
" S i l c o c k "  p o p u l a t i o n  r e s i s t a n t  t o  p h e n o x y  h e r b i c i d e s  ( B o u r d o t  e t  a i . ,  1 9 9 0 )  w e r e  g e r m i n a t e d  
i n  p l a s t i c  t r a y s  c o n t a i n i n g  m o i s t  v e r m i c u l i t e ,  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  1 2 5  m m  d i a m e t e r  p l a s t i c  p o t s  
( o n e  p l a n t  p e r  p o t )  c o n t a i n i n g  a  p e a t l b a r k  p o t t i n g  m i x  w i t h  8 - 9  m o n t h  r e l e a s e  O s m o c o t e  
f e r t i l i z e r  c o n t a i n i n g  N P K  ( 1 6 - 3 . 5 - 1 0 ) .  
2 . 2 . 2  E x p e r i m e n t  1 :  E x c i s e d  t i s s u e  t e s t s  
T i s s u e s  w e r e  e x c i s e d  f r o m  t h e  y o u n g e s t  f u l l y  e x p a n d e d  s h o o t s  o f  s i x t e e n  w e e k  o l d  R .  a c r i s  
p l a n t s  g r o w n  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  L e a v e s  w i t h  a t t a c h e d  p e t i o l e  l e n g t h  ( 2 0 - 3 0  m m ) ,  
a n d  8 0  m m  l o n g  s e c t i o n s  o f  p e t i o l e s  a n d  f l o w e r i n g  s t e m s  w e r e  e x c i s e d  a n d  p l a c e d  o n  d a m p  
b l o t t i n g  p a p e r  i n  3 5 0  m m  x  3 0 0  m m  x  2 5  m m  p l a s t i c  t r a y s .  B a s a l  c u t  e n d s  o f  f l o w e r i n g  s t e m s  
a n d  p e t i o l e s  w e r e  i n o c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  b e l o w  w h i l e  m o i s t  c o t t o n  w o o l  w a s  w r a p p e d  a r o u n d  
t h e  d i s t a l  c u t  e n d s  a n d  a r o u n d  t h e  2 0 - 3 0  m m  l e n g t h  o f  p e t i o l e  w h i c h  r e m a i n e d  a t  t h e  b a s e  o f  
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e a c h  l e a f .  
I n o c u l u m  c o n s i s t e d  o f  n i n e t e e n  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  t h r e e  o f  S .  m i n o r  ( T a b l e  2 . 1 )  
g r o w n  a s  c o l o n i e s  o n  M E A  f o r  f i v e  d a y s  a t  2 5  D C  w i t h  a  1 2  h  p h o t o p e r i o d  o f  N U V  a n d  
d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t .  T i s s u e s  w e r e  m i s t e d  w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  w i t h i n  t e n  m i n u t e s  
o f  e x c i s i o n ,  t h e n  i n o c u l a t e d  w i t h  d i s k s  o f  m y c e l i a l - i n f e s t e d  M E A  c u t  f r o m  t h e  o u t e r  1 - 2  c m  
o f  e a c h  c o l o n y  w i t h  a  6  m m  d i a m e t e r  c o r k  b o r e r .  T h e  m y c e l i a l  s i d e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c u t  
b a s a l  e n d s  o f  f l o w e r i n g  s t e m  a n d  p e t i o l e  s e c t i o n s  a n d  t o  t h e  u p p e r  s u r f a c e  o f  t h e  m i d  v e i n  o f  
t h e  c e n t r a l  l e a f l e t ,  3 5  m m  f r o m  i t s  t i p .  A  d i s k  o f  M E A  m e d i u m  w i t h o u t  m y c e l i u m  s e r v e d  a s  
t h e  c o n t r o l .  T h e  i n o c u l a t e d  t i s s u e s  w e r e  p l a c e d  i m m e d i a t e l y  i n s i d e  p r e - m o i s t e n e d  p l a s t i c  b a g s  
a n d  s t o r e d  i n  a  r e f r i g e r a t o r  a t  4  D C  u n t i l  a l l  t r e a t m e n t s  w e r e  r e a d y  f o r  i n c u b a t i o n .  T h e  
i n o c u l a t e d  t i s s u e s  w e r e  i n c u b a t e d  o n  t h r e e  l a y e r s  i n  a  g r o w t h  c h a m b e r  a t  2 0  ±  2 D C  w i t h  1 2  h  
o f  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t  a t  a  p h o t o n  f l u x  d e n s i t y  o f  2 2 1  ~ m -
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s e c - I ,  a n d  m i s t e d  d a i l y  
w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  
L e s i o n  l e n g t h  w a s  m e a s u r e d  7 2  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  O n  f l o w e r i n g  s t e m s  a n d  p e t i o l e s  t h i s  w a s  
t a k e n  a s  t h e  d i s t a n c e  f r o m  t h e  s i t e  o f  i n o c u l a t i o n  t o  t h e  f a r t h e s t  m a c r o s c o p i c a l l y  v i s i b l e  e x t e n t  
o f  t h e  l e s i o n .  L e s i o n  l e n g t h  o n  t h e  l e a v e s  w a s  t a k e n  a s  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  f a r t h e s t  
m a c r o s c o p i c a l l y  v i s i b l e  e x t e n t  o f  t h e  l e s i o n  a l o n g  t h e  m i d  v e i n  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  i n o c u l u m  
d i s k .  
E a c h  t r e a t m e n t  c o n s i s t e d  o f  o n e  i s o l a t e  i n o c u l a t e d  o n t o  f o u r  e x c i s e d  l e a v e s ,  s t e m s  a n d  
p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s .  T h e s e  w e r e  a r r a n g e d  t o g e t h e r  w i t h i n  a  s i n g l e  t r a y  w h i c h  h a d  b e e n  d i v i d e d  
i n t o  t h r e e  s e c t i o n s  f o r  t i s s u e  t y p e .  E a c h  i s o l a t e  e x c e p t  S  1 7  w a s  r e p l i c a t e d  t w i c e  i n  a n  
i n c o m p l e t e  r a n d o m i s e d  b l o c k  d e s i g n  o f  f o u r  b l o c k s .  I s o l a t e  S  1 7  w a s  r e p l i c a t e d  s i x  t i m e s  a n d  
s e r v e d  a s  a  s t a n d a r d  a m o n g  t h e  f o u r  b l o c k s .  I s o l a t e  S  1 7  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  s t a n d a r d  a s  i t  w a s  
c o n s i s t e n t l y  h i g h l y  p a t h o g e n i c  a g a i n s t  C i r s i u m  a r v e n s e  ( L . )  S c o p .  d u r i n g  g l a s s h o u s e  a n d  f i e l d  
t e s t s  ( H a r v e y ,  p e r s .  c o m m . ) .  C o n t r o l s  w e r e  a l s o  i n c l u d e d  i n  e a c h  b l o c k  t o  c h e c k  t e c h n i q u e ,  
b u t  w e r e  n o t  u s e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  r e s u l t s .  
A  r e g r e s s i o n  m o d e l  w a s  u s e d  t o  e s t i m a t e  t h e  e f f e c t  o f  b l o c k ,  l a y e r  ( w i t h i n  g r o w t h  c h a m b e r ) ,  
b l o c k  x  l a y e r  a n d  i s o l a t e  o n  l e s i o n  l e n g t h  d a t a ,  a n d  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  i s o l a t e  t r e a t m e n t  a f t e r  
t h e  r e m o v a l  o f  b l o c k  x  l a y e r  e f f e c t s .  R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  w e r e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  p r e d i c t e d  
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v a l u e s  f o r  m e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  p r o d u c e d  b y  e a c h  i s o l a t e  o n  e a c h  t i s s u e  t y p e .  T h e  
s t a n d a r d  e r r o r s  w e r e  a l s o  c a l c u l a t e d  f o r  e a c h  p r e d i c t e d  v a l u e .  T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  e a c h  
i s o l a t e ' s  s c o r e  a n d  t h e  s t a n d a r d ' s  ( S 1 7 )  s c o r e  w a s  c a l c u l a t e d  a n d  t e s t e d  f o r  s i g n i f i c a n c e .  T h e  
a n a l y s i s  w a s  r e p e a t e d  c o m b i n i n g  d a t a  f o r  a l l  t h r e e  t i s s u e  t y p e s  t o  g i v e  e a c h  i s o l a t e  a n  o v e r a l l  
m e a s u r e m e n t  o f  p a t h o g e n i c i t y .  
2 . 2 . 3  E x p e r i m e n t  2 :  I n t a c t  p l a n t  t e s t s  
T h e  s a m e  n i n e t e e n  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  t h r e e  o f  S .  m i n o r  w e r e  e v a l u a t e d  o n  w h o l e  
p l a n t s .  O n e  c m
2  
b l o c k s  o f  i n o c u l u m  f r o m  t h e  m a r g i n  o f  t h r e e  d a y  o l d  c o l o n i e s  ( g r o w n  o n  
M E A  a t  2 5  D C  w i t h  a  1 2  h  p h o t o p e r i o d  o f  N U V  a n d  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t )  w e r e  m i x e d  
t h o r o u g h l y  w i t h  s t e r i l e  k i b b l e d  ( c r a c k e d )  w h e a t  i n  b o i l i n g  t u b e s .  T h e s e  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 2  
D C  i n  t h e  d a r k  f o r  t h r e e  d a y s  w h i c h  a l l o w e d  t h o r o u g h  c o l o n i s a t i o n  b y  t h e  f u n g u s  w i t h o u t  
s c l e r o t i a  f o r m i n g ,  a s  s c l e r o t i a l  m y c e l i u m  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  r e d u c e d  p a t h o g e n i c i t y  
( A p p e n d i x  I l l ) .  C o n t r o l  t r e a t m e n t s  w e r e  p r e p a r e d  b y  i n c u b a t i n g  b o i l i n g  t u b e s  c o n t a i n i n g  
s t e r i l e  k i b b l e d  w h e a t .  
T w o  e x p e r i m e n t s  ( 2 a  a n d  2 b )  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  t e n  w e e k  o l d  R .  a c r i s  p l a n t s ,  g r o w n  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  P l a n t s  w e r e  a t  t h e  v e g e t a t i v e  r o s e t t e  s t a g e  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i ) .  
F r e s h  i n o c u l u m  o f  e a c h  i s o l a t e  w a s  s o r t e d  i n t o  p i e c e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 - 3  m m  i n  l e n g t h  a n d  
p l a c e d  o n  t h e  u p p e r  s u r f a c e  o f  p e t i o l e s  a t  t h e  j u n c t u r e  w i t h  t h e  c r o w n  o f  t h e  p l a n t ,  j u s t  a b o v e  
g r o u n d  l e v e l .  I n  E x p e r i m e n t  2 a ,  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  a t  t h e  b a s e  o f  e v e r y  p e t i o l e  t o  a c h i e v e  
a  h i g h  i n o c u l u m  c o n c e n t r a t i o n .  I n  E x p e r i m e n t  2 b ,  t h e  b a s e s  o f  o n l y  t h r e e  p e t i o l e s  p e r  p l a n t  
( t h e  e m e r g i n g  l e a f ,  t h e  m i d - f u l l y  e x p a n d e d  l e a f  a n d  t h e  o l d e s t  e x p a n d e d  l e a f )  w e r e  i n o c u l a t e d  
t o  a c h i e v e  a  l o w  i n o c u l u m  c o n c e n t r a t i o n .  
A l l  p l a n t s  w e r e  m i s t e d  w i t h  w a t e r  b e f o r e  a n d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  
1 7 - 2 0  D C  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  u n d e r  a  g l a s s h o u s e  m i s t i n g  u n i t  w h i c h  m a i n t a i n e d  
a l m o s t  c o n s t a n t  l e a f  w e t n e s s .  T h e  g l a s s h o u s e  h a d  s u p p l e m e n t a r y  l i g h t i n g  f o r  1 2  h  d a y - I  
( s u p p l i e d  b y  6  x  4 0 0  W  b u l b s  s p a c e d  a t  1  m  i n t e r v a l s ) ,  w i t h  d a y l e n g t h  e x t e n d e d  t o  1 6  h  d a y - I .  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  M a y / J u n e  1 9 9 2 .  
D i s e a s e  w a s  a s s e s s e d  d a i l y  f o r  s e v e n  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( D A I )  ,  a n d  t h e n  e v e r y  2 - 3  d a y s  
u n t i l  1 4  D A I ,  u s i n g  t h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x  d e s c r i b e d  b e l o w .  
o  =  N o  d i s e a s e  
1  =  B r o w n ,  w a t e r - s o a k e d  l e s i o n  o n  p e t i o l e  b a s e  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  s i t e  o f  
i n o c u l a t i o n .  
2  =  L e s i o n  c o m p l e t e l y  e n c i r c l i n g  i n o c u l a t e d  p e t i o l e  b a s e s ,  a c c o m p a n i e d  b y  l o s s  o f  
r i g i d i t y  w i t h  l e s i o n  b e g i n n i n g  t o  s p r e a d  a l o n g  p e t i o l e s .  L e a f  l a m i n a e  s t i l l  f u l l y  t u r g i d  
a n d  s y m p t o m l e s s .  
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3  =  A s  i n  2  p l u s  n e c r o s i s  a n d  l o s s  o f  r i g i d i t y  o f  a l l  p e t i o l e  b a s e s  a n d  s o m e  n e c r o s i s  o f  
b a s a l  l e a f  l a m i n a e .  
4  =  A s  i n  3  p l u s  n e c r o s i s / c h l o r o s i s  o n  l e s s  t h a n  5 0 %  o f  l e a f  l a m i n a e .  
5  =  S e v e r e  n e c r o s i s / c h l o r o s i s  o n  7 5 %  o r  m o r e  o f  l e a f  l a m i n a e .  
6  =  A l l  p l a n t  t i s s u e s  w i t h e r e d  a n d  c o l l a p s e d  w i t h  a l l  t i s s u e  c o m p l e t e l y  o r  a l m o s t  
c o m p l e t e l y  n e c r o t i c / c h l o r o t i c .  C r o w n  s t i l l  p o t e n t i a l l y  v i a b l e .  
7  =  P l a n t  d e a d .  
A t  2 8  D A I ,  r e g e n e r a t i o n  w a s  r e c o r d e d  b y  c o u n t i n g  t h e  n u m b e r  o f  h e a l t h y  l e a v e s  p e r  p l a n t .  
P l a n t s  w e r e  d i s s e c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  p r e s e n c e  o f  a n y  r e m a i n i n g  c r o w n  t i s s u e .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i s e d  b l o c k  w i t h  f i v e  r e p l i c a t e s  o f  2 2  i s o l a t e s  a r r a n g e d  
o n  t h e  g l a s s h o u s e  b e n c h  u n d e r  t h e  m i s t i n g  u n i t .  A  t o t a l  o f  t e n  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  
s t e r i l e  w h e a t  a s  c o n t r o l  t r e a t m e n t s .  E x p e r i m e n t a l  u n i t s  w e r e  r e - r a n d o m i s e d  w i t h i n  b l o c k s  
e v e r y  2 - 3  d a y s  f o r  t h e  f i r s t  1 4  D A I  a n d  t h e n  a t  2 1  D A I  t o  m i n i m i s e  v a r i a t i o n  i n  m i s t i n g .  
T h e  m e a n  d i s e a s e  i n d e x  s c o r e s  u p  t o  1 4  D A I  a n d  t h e  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p e r  p l a n t  
w i t h i n  e a c h  t r e a t m e n t  2 8  D A I  w e r e  a n a l y s e d  b y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  a n d  l e a s t  s i g n i f i c a n t  
c o n t r a s t .  T h e  c o m b i n e d  m e a n  l e s i o n  l e n g t h  d a t a  f r o m  e x c i s e d  t i s s u e  t e s t s  w e r e  r e g r e s s e d  
a g a i n s t  p l a n t  m o r t a l i t y  i n  E x p e r i m e n t  2 b  t o  d e t e r m i n e  i f  p l a n t  m o r t a l i t y  c o u l d  b e  p r e d i c t e d  
f r o m  l e s i o n  l e n g t h  o n  e x c i s e d  t i s s u e s .  
2 . 3  R E S U L T S  
2 . 3 . 1  E x p e r i m e n t  1 :  E x c i s e d  t i s s u e  t e s t s  
A l l  i s o l a t e s  w e r e  p a t h o g e n i c  o n  a l l  e x c i s e d  t i s s u e s  ( T a b l e  2 . 2 ) .  S e v e n  i s o l a t e s  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  ( S 6 ,  S 1 9 ,  S 1 3 ,  S 1 2 ,  S I ,  S 1 8 ,  S 9 )  w e r e  n o t  d i f f e r e n t  ( P < 0 . 0 5 )  t o  S 1 7  a n d  w e r e  
' . 0 . '  ' - : : '  , _  ~ _  • . . • . .  ' . _  
, : : , "  - ' ,  . .  
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c o n s i d e r e d  t o  b e  h i g h l y  p a t h o g e n i c .  A l l  o t h e r  i s o l a t e s ,  i n c l u d i n g  a l l  S .  m i n o r  i s o l a t e s ,  w e r e  
r a n k e d  a s  w e a k l y  p a t h o g e n i c  r e l a t i v e  t o  S  1 7  ( P < O . 0 5 ) .  M e a n  l e s i o n  l e n g t h  d a t a  a r e  p r e s e n t e d  
i n  A p p e n d i x  I T .  
2 . 3 . 2  E x p e r i m e n t  2 :  I n t a c t  p l a n t  t e s t s  
A l l  i s o l a t e s  w e r e  p a t h o g e n i c  o n  a l l  p l a n t s  i n o c u l a t e d  ( T a b l e  2 . 3 ) .  T h e  f i r s t  v i s i b l e  s y m p t o m s  
a p p e a r e d  2 4 - 4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  a s  b r o w n ,  w a t e r - s o a k e d  l e s i o n s  o n  p e t i o l e  b a s e s  
i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  t h e  s i t e  o f  i n o c u l a t i o n .  T h e s e  l e s i o n s  d e v e l o p e d  f u r t h e r  a l o n g  t h e  
p e t i o l e  a n d  c o m p l e t e l y  e n c i r c l e d  t h e  p e t i o l e  b a s e .  A t  t h i s  s t a g e  ( 2 - 4  D A I ) ,  i n f e c t e d  p e t i o l e s  
l o s t  r i g i d i t y .  T h e  y o u n g e s t  l e a v e s  a t  t h e  p l a n t  a p e x  a p p e a r e d  t o  b e  s u s c e p t i b l e  t o  d i s e a s e ,  
c o l l a p s i n g  r a p i d l y  a f t e r  t h e  a p p e a r a n c e  o f  b r o w n ,  n e c r o t i c  r e g i o n s  a l o n g  t h e  p e t i o l e s  a n d  l e a f  
l a m i n a e .  O l d e r  l e a f  l a m i n a e  g e n e r a l l y  r e t a i n e d  t h e i r  g r e e n ,  t u r g i d  a p p e a r a n c e  f o r  u p  t o  2 - 3  
d a y s  a f t e r  n e c r o s i s  o f  t h e  p e t i o l e  b a s e ,  s i n c e  t h e  v a s c u l a r  t i s s u e s  r e m a i n e d  i n t a c t .  O f t e n ,  
p e t i o l e  t i s s u e  w a s  c o m p l e t e l y  r o t t e d ,  e x p o s i n g  i n t a c t  v a s c u l a r  s t r a n d s .  S y m p t o m s  o n  o l d e r  l e a f  
l a m i n a e  n o r m a l l y  a p p e a r e d  b y  4 - 5  D A I  a s  ' s m a l l ,  d a r k  b r o w n  n e c r o t i c  r e g i o n s  p a r t i c u l a r l y  
a l o n g  l e a f  l a m i n a e  m a r g i n s  a n d  a l o n g  m a i n  l e a f  v e i n s .  T h e s e  b e g a n  t o  e n l a r g e  a n d  c o a l e s c e ,  
a c c o m p a n i e d  b y  l o s s  o f  l e a f  t u r g o r  a n d  s y m p t o m s  o f  c h l o r o s i s .  B y  1 4  D A I ,  m a n y  p l a n t s  
a p p e a r e d  t o  b e  d e a d ,  e x h i b i t i n g  c o m p l e t e  n e c r o s i s  o f  a l l  a e r i a l  t i s s u e s .  
W h e n  a l l  p e t i o l e s  w e r e  i n o c u l a t e d  ( E x p e r i m e n t  2 a ) ,  o n l y  i s o l a t e s  S 2  a n d  S 1 2  d i f f e r e d  
( P < O . 0 5 )  f r o m  e a c h  o t h e r ,  a n d  w h e n  t h r e e  p e t i o l e s  w e r e  i n o c u l a t e d  ( E x p e r i m e n t  2 b ) ,  o n l y  
i s o l a t e s  S 5  a n d  S 9  d i f f e r e d  ( P < 0 . 0 5 )  f r o m  e a c h  o t h e r  ( T a b l e  2 . 3 ) .  T h e r e  w e r e  n o  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  S .  m i n o r  i s o l a t e s  i n  e i t h e r  e x p e r i m e n t .  T h e  o v e r a l l  m e a n  d i s e a s e  s e v e r i t y  f o r  S .  
s c l e r o t i o r u m  w a s  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 )  t h a n  t h a t  f o r  S .  m i n o r  a t  b o t h  i n o c u l u m  l e v e l s .  S o m e  p l a n t s  
a t  1 4  D A I  s t i l l  r e t a i n e d  v i a b l e  c r o w n  f r a g m e n t s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  r e c o v e r y  w a s  p o s s i b l e  a n d  
b o t h  e x p e r i m e n t s  w e r e  l e f t  f o r  a  f u r t h e r  t w o  w e e k s  t o  e v a l u a t e  t h i s .  R e c o v e r y  i n  s u c h  p l a n t s  
b e g a n  b e t w e e n  1 4  a n d  2 8  D A I ,  w i t h  n e w  l e a v e s  g r o w i n g  f r o m  t h e  a p e x  ( i f  i n t a c t ) ,  a n d  a l s o  
f r o m  s h o o t s  w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  s u r v i v i n g  c r o w n  f r a g m e n t s .  D i s s e c t i o n  o f  
n o n - r e c o v e r i n g  p l a n t s  a t  2 8  D A I  r e v e a l e d  t h a t  a l l  h a d  c o m p l e t e  n e c r o s i s  o f  t h e  c r o w n  a n d  
w e r e  t h e r e f o r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  d e a d .  
N o  m o r t a l i t y  o c c u r r e d  i n  a n y  S .  m i n o r  t r e a t e d  p l a n t s  2 8  d a y s  p o s t - i n o c u l a t i o n .  I n o c u l a t i o n  o f  
e v e r y  p e t i o l e  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  c a u s e d  1 0 0  %  p l a n t  m o r t a l i t y  i n  a l l  e x c e p t  f o u r  i s o l a t e s  
( S 8 ,  S 1 O ,  S I 1 ,  S 1 7 )  2 8  O A I ,  b u t  w h e n  t h r e e  p e t i o l e s  p e r  p l a n t  w e r e  i n o c u l a t e d ,  o n e  t o  f o u r  
p l a n t s  o u t  o f  t h e  f i v e  t r e a t e d  w i t h  e a c h  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e ,  r e g e n e r a t e d .  
T h e  m e a n  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  2 8  O A I  w a s  g r e a t e r  ( P > O . 0 5 )  i n  p l a n t s  i n o c u l a t e d  
w i t h  S .  m i n o r  i s o l a t e s  t h a n  t h o s e  i n o c u l a t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  a t  b o t h  i n o c u l u m  
l e v e l s  ( E x p e r i m e n t s  2 a  a n d  2 b )  ( T a b l e  2 . 3 ) .  T h e r e  w a s  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  m e a n  n u m b e r  o f  
r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  2 8  O A I  b e t w e e n  i s o l a t e s  w i t h i n  e a c h  s p e c i e s .  T h e r e  w a s  n o  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  t h e  p r e d i c t e d  m e a n  l e s i o n  l e n g t h s  i n  t h e  e x c i s e d  t i s s u e  t e s t ,  a n d  p l a n t  m o r t a l i t y  
d u r i n g  E x p e r i m e n t  2 b  ( F i g .  2 . 1 ) .  
2 8  
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T a b l e  2 . 1 :  O r i g i n  o f  i s o l a t e s  o f  S .  m i n o r  ( M )  a n d  S .  s c l e r o t i o r u m  ( S ) .  A l l  i s o l a t e s  e x c e p t  S  1 7  
w e r e  c o l l e c t e d  i n  N e w  Z e a l a n d .  I s o l a t e s  S 1 1 ,  S 1 2 ,  S 1 3 ,  S I S ,  S 1 7 ,  S 1 8  a n d  S 1 9  w e r e  o b t a i n e d  
a s  f r e s h  m y c e l i a l  c u l t u r e s  s u p p l i e d  b y  o n e  o f  u s  ( I C H ) .  I s o l a t e s  S 1 O ,  S 1 4  a n d  M 3  w e r e  
o b t a i n e d  a s  f r e e z e  d r i e d  s c l e r o t i a  f r o m  D S I R  M o u n t  A l b e r t  R e s e a r c h  C e n t r e ,  A u c k l a n d .  A l l  
o t h e r  i s o l a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  d i s e a s e d  h o s t  m a t e r i a l  f r o m  t h e  f i e l d .  
I s o l a t e  
H o s t  
L o c a t i o n  D a t e  o f  
c o l l e c t i o n  
M l  
L e t t u c e  ( L a c t u c a  s a t i v a  L . )  C a n t e r b u r y  J a n .  ' 9 2  
M 2  F r e n c h  b e a n  ( P h a s e o l u s  v u l g a r i s  L . )  
"  "  "  
"  
M 3  
L e t t u c e  ( L a c t u c a  s a t i v a  L . )  
u n k n o w n  M a y ' 7 0  
S I  
S c o t c h  t h i s t l e  ( C i r s i u m  v u l g a r e  ( S a v i )  T e n . )  S o u t h l a n d  J a n .  ' 9 2  
S 2  
O i l s e e d  r a p e  ( B r a s s i c a  n a p  u s  L . )  
1 1  
1 1  1 1  1 1  
S 3  
F r e n c h  b e a n  ( P h a s e o l u s  v u l g a r i s  L . )  
C a n t e r b u r y  
1 1  1 1  
S 4  
C a b b a g e  ( B r a s s i c a  o l e r a c e a  L . )  
1 1  
"  
1 1  1 1  
S 5  
C u c u m b e r  ( C u c u m i s  s a t i v u s  L . )  
1 1  
1 1  
"  
1 1  
S 6  
G a r l i c  ( A l l i u m  s a t i v u m  L . )  "  
"  
1 1  
"  
S 7  
P e a  ( P i s u m  s a t i v u m  L . )  
1 1  
1 1  
"  "  
S 8  
G i a n t  b u t t e r c u p  ( R a n u n c u l u s  a c r i s  L . )  
G o l d e n  b a y  
N o v .  ' 9 1  
S 9  "  
1 1  
C a n t e r b u r y  
J a n .  ' 9 2  
S 1 0  
R u n n e r  b e a n  ( P h a s e o l u s  c o c c i n e u s  L . )  
P u k e a t e a  M a r c h  ' 9 1  
S 1 1  
C a l i f .  t h i s t l e  ( C i r s i u m  a r v e n s e  ( L . )  S c o p . )  
C a n t e r b u r y  
D e c .  ' 9 0  
S 1 2  
K i w i f r u i t  ( A c t i n i d i a  d e l i c i o s a  A .  C h e v . )  
M o t u e k a  
' 9 1  
S 1 3  
S q u a s h  ( C u c u r b i t a  m o s c h a t a  D u c h .  e x  P o i r . )  
u n k n o w n  u n k n o w n  
S 1 4  
K i w i f r u i t  ( A c t i n i d i a  d e l i c i o s a  A .  C h e v . )  "  
1 1  
J u n e  ' 8 7  
S I S  
"  
1 1  
B a y  o f  P l e n t y  
J a n .  ' 9 1  
S 1 6  
C h i c o r y  ( C i c h o r i u m  i n t y b u s  L . )  
C a n t e r b u r y  
F e b .  ' 9 2  
S 1 7  
S p o t t e d  k n a p w e e d  ( C e n t a u r e a  m a c u l o s a  L a m . )  
M o n t a n a  ( U S A )  
u n k n o w n  
S 1 8  
K i w i f r u i t  ( A c t i n i d i a  d e l i c i o s a  A .  C h e v . )  
M o t u e k a  
' 9 1  
S 1 9  u n k n o w n  
u n k n o w n  
u n k n o w n  
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T a b l e  2 . 2 :  D i f f e r e n c e  b e t w e e n  S  1 7  a n d  o t h e r  i s o l a t e s  i n  p r e d i c t e d  m e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
o n  e x c i s e d  l e a v e s  ( L ) ,  s t e m s  ( S )  a n d  p e t i o l e s  ( P )  o f  R .  a c r i s  7 2  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  
" , '  .  .  .  ~ - .  -
" - - , . - '--'~-----.' 
. .  " - - " .  - . - . .  ' .  -.~~'-
s c l e r o t i o r u m  ( S )  a n d  S .  m i n o r  ( M ) .  A c t u a l  l e s i o n  l e n g t h s  f o r  S  1 7  g i v e n  i n  p a r e n t h e s i s .  
~-~~~~~:7~·~~:~.~:~·:t~~:: 
I s o l a t e  
L e a v e s  S t e m s  
P e t i o l e s  
T o t a l  
L , S + P  
( S I 7 )  
( 5 6 )  
( 7 1 )  
( 7 5 )  
( 2 0 2 )  
S 6  
- 1 0  
+ 2 0  
- 1  
+ 8  
S 1 9  
- 6  
- : 1 - 2  
- 4  
- 8  
S 1 3  
- 1 4  - 1  
+ 3  
- 1 1  
S 1 2  
- 9  
+ 3  
- 2 0  
- 2 6  
S l  
- 1 8  - 8  
- 9  
- 3 5  
S 1 8  
- 1 7  - 1 0  
- 1 3  
- 4 0  
S 9  
- 2 5  
- 6  
- 1 7  - 4 8  
M 2  
- 1 0  - 1 7  - 2 4  
- 5 0 *  
S 2  
- 3 4  
- 1 2  
- 1 6  
- 6 2 *  
M 1  
- 3 0  
- 8  
- 2 7  
- 6 5 *  
S 8  
- 3 3  - 2 1  - 1 8  
- 7 1  *  
S 5  
- 2 4  
- 3 2  
- 1 8  
- 7 4 *  
S 1 5  
- 3 6  - 1 7  - 2 6  
- 7 9 *  
S 7  
- 4 5  - 2 8  
- 1 8  
- 9 1  *  
S 1 6  
- 4 3  
- 2 1  
- 3 0  
- 9 4 *  
S 3  
- 6 2  - 1 7  - 1 7  
- 9 5 *  
S l l  - 4 0  
- 2 9  - 3 4  
- 1 0 3 *  
S 4  - 3 9  
- 3 3  - 3 5  
- 1 0 8 *  
M 3  
- 3 4  - 3 7  - 3 6  - 1 0 8 *  
S 1 4  
- 5 7  
- 4 0  - 2 4  
- 1 2 1  *  
S 1 0  
- 5 2  - 4 3  - 4 4  - 1 3 9 *  
L S D  5 %  5 2  
2 7  
2 4  6 9  
*  =  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  s t a n d a r d  S  1 7  a t  P < 0 . 0 5  
T a b l e  2 . 3 :  D i s e a s e  s e v e r i t y  u p  t o  1 4  D A I ,  a n d  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  2 8  D A I  o f  R .  
a c r i s  i n o c u l a t e d  w i t h  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( S )  a n d  S .  m i n o r  ( M ) .  
I s o l a t e  
S I  
S 2  
S 3  
S 4  
S 5  
S 6  
S 7  
S 8  
S 9  
S l O  
S l l  
S 1 2  
S 1 3  
S 1 4  
S I S  
S 1 6  
S 1 7  
S 1 8  
S 1 9  
M e a n  
M l  
M 2  
M 3  
M e a n  
D i s e a s e  s e v e r i t y  
N o .  o f  r e g e n e r a t i v e  
l e a v e s / p l a n t  
N o .  o f  p e t i o l e s  i n o c u l a t e d  
T h r e e
b  
A l I a  
T h r e e
b  
4 . 1  
3 . 7  
3 . 9  
4 . 1  
3 . 9  
4 . 3  
4 . 3  
3 . 8  
4 . 2  
4 . 2  
4 . 1  
4 . 4  
4 . 3  
4 . 3  
4 . 1  
4 . 0  
4 . 1  
4 . 0  
4 . 3  
4 . 1  
3 . 2  
3 . 8  
3 . 3  
3 . 4  
3 . 0  
3 . 1  
3 . 2  
3 . 0  
3 . 7  
3 . 4  
3 . 2  
3 . 4  
2 . 9  
3 . 0  
3 . 4  
3 . 4  
3 . 3  
3 . 3  
3 . 4  
3 . 2  
3 . 2  
3 . 0  
3 . 2  
2 . 2  
2 . 8  
2 . 2  
2 . 4  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
0 . 6  
( 0 )  
0 . 8  
0 . 8  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 )  
2 . 6  
( 0 )  
( 0 )  
( 0 . 2 )  
3 . 4  
2 . 8  
4 . 4  
3 . 5  
0 . 8  
0 . 8  
1 . 4  
2 . 4  
0 . 4  
1 . 0  
1 . 2  
2 . 4  
0 . 4  
2 . 2  
1 . 4  
0 . 4  
0 . 2  
0 . 6  
0 . 8  
2 . 2  
0 . 6  
1 . 4  
1 . 1  
4 . 6  
4 . 4  
4 . 5  
4 . 5  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  0 . 6  0 . 6  2 . 6  2 . 2  
S i g .  o f  M e a n s  0 . 3  0 . 2  1 . 1  1 . 0  
3 1  
( P < 0 . 0 5 )  
N o t e :  I s o l a t e s  w i t h  z e r o  m e a n s  h a v e  b e e n  o m I t t e d  f r o m  t h e  s t a t I s t I c a l  a n a l y s I s .  T h e  L S D  f o r  
c o m p a r i n g  t h e  m e a n s  o f  t h e  n i n e t e e n  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  w i t h  t h e  t h r e e  S .  m i n o r  i s o l a t e s  
h a s  b e e n  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  L S D  f r o m  t h i s  a n a l y s i s ,  s o  i s ,  i f  a n y t h i n g ,  a n  o v e r e s t i m a t e .  
B e f o r e  E x p e r i m e n t  2 b ,  i s o l a t e  S  1 1  b e c a m e  c o n t a m i n a t e d  d u r i n g  i n c u b a t i o n  a n d  c o u l d  n o t  b e  
u s e d .  
a  E x p e r i m e n t  2 a  
b  E x p e r i m e n t  2 b  
' : - ' ;  .  - . - - - .~ .  ~ , " ' ,  - :  .  . . :  
C D  
.~ 
-
-
0  
-
: : : : J  
0  
" 0  
0  
C D  
" 0  
1 1 )  
-
c :  
0  
a : : :  
3 2  
5  
S 1 5  
4  
- S 1 4  
- S 1 6  
- - s s  
- S 9  - S l  
- S 1 2  - S 1 3  
S 1 7  
3  
- S 7  
- S 2  
- S 1 8  
-
- S 6  
2  
- S 4  - S 3  - S 8  
- S 1 9  
- S l O  
M 3  
0  
-
- S l l  
- M l  - M 2  
r 2  =  0 . 0 6  n s  
- 1  
5 0  7 0  
9 0  
1 1 0  1 3 0  
1 5 0  
1 7 0  
1 9 0  
2 1 0  
L e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
F i g u r e  2 . 1 :  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  w h o l e  p l a n t  m o r t a l i t y  ( d e a d  p l a n t s  o u t  o f  f i v e )  i n  R .  a c r i s  
2 8  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  i n  E x p e r i m e n t  2 b ,  a n d  m e a n  l e s i o n  l e n g t h  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  
m i n o r  7 2  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  o n t o  e x c i s e d  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s  i n  E x p e r i m e n t  1 .  
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2 . 4  D I S C U S S I O N  
A l l  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  m i n o r  w e r e  p a t h o g e n i c  o n  e x c i s e d  t i s s u e s  a n d  t e n  w e e k  
o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  A l t h o u g h  t h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  ( P < 0 . 0 5 )  i n  p a t h o g e n i c i t y  b e t w e e n  
g r o u p s  o f  i s o l a t e s  w h e n  t e s t e d  o n  e x c i s e d  t i s s u e s  ( T a b l e  2 . 2 ) ,  t h e  r e s u l t s  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  
m o r t a l i t y  c a u s e d  b y  t h e s e  i s o l a t e s  o n  i n t a c t  t e n  w e e k  o l d  p l a n t s  ( F i g .  2 . 1 ) .  
P a t h o g e n i c i t y  t e s t s  o n  e x c i s e d  t i s s u e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  f o l l o w i n g  a  s i m i l a r  m e t h o d  t o  t h o s e  
d e v e l o p e d  a n d  u s e d  b y  C h u n  e t  a i .  ( 1 9 8 7 ) ,  N e l s o n  e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  a n d  R i d d l e  e t  a i .  ( 1 9 9 1 ) .  T h e  
m e t h o d  p r o v e d  t o  b e  q u i c k  a n d  s i m p l e ,  r a n k i n g  s e v e n  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m ,  b u t  n o n e  o f  
S .  m i n o r ,  a s  h i g h l y  p a t h o g e n i c  ( T a b l e  2 . 2 ) .  I n  t h e s e  t e s t s ,  t h r e e  d a y  o l d  i n o c u l u m  w a s  u s e d  
f o r  t h e  s e c o n d  r e p l i c a t i o n  o f  i s o l a t e  S 1 9 ,  d u e  t o  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  c o l o n y .  T h r e e  
d a y  o l d  i n o c u l u m  p r o d u c e d  l o n g e r  l e s i o n s  o n  t h e  e x c i s e d  t i s s u e s  t h a n  t h e  f i v e  d a y  o l d  
i n o c u l u m  u s e d  f o r  t h e  f i r s t  r e p l i c a t i o n  o f  S 1 9 .  T h i s  p r o m p t e d  f u r t h e r  s t u d i e s  a i m e d  a t  
i d e n t i f y i n g  s o u r c e s  o f  v a r i a t i o n  d u r i n g  p a t h o g e n i c i t y  t e s t i n g  ( A p p e n d i x  i l l ) .  T h e  r e s u l t s  f r o m  
t h e s e  s t u d i e s  w e r e  u s e d  t o  i m p r o v e  t h e  s t a n d a r d i s a t i o n  o f  i n o c u l u m  p r o d u c t i o n  f o r  s u b s e q u e n t  
e x p e r i m e n t a l  w o r k  w i t h i n  t h i s  p r o g r a m m e ,  a n d  c a n  b e  a p p l i e d  t o  f u t u r e  i s o l a t e  s c r e e n i n g  
p r o g r a m m e s .  
P a t h o g e n i c i t y  s c r e e n i n g  o n  i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  w a s  d o n e  t o  c h e c k  c o m p a r a b i l i t y  o f  
r e s u l t s  a n d  t e s t  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h e  e x c i s e d  t i s s u e  m e t h o d  f o r  p r e d i c t i n g  w h o l e  p l a n t  
m o r t a l i t y .  A  k i b b l e d  w h e a t  b a s e d  i n o c u l u m  w a s  u s e d  i n  t h e  i n t a c t  p l a n t  t e s t s  a s  i t  p r o v i d e d  a n  
e f f e c t i v e  f o o d  b a s e  f o r  t h e  p a t h o g e n  ( H a r v e y ,  A l e x a n d e r ,  W a i p a r a  a n d  S a v i l l e ,  1 9 9 4 ) ,  w a s  n o t  
p r o n e  t o  r a p i d  d r y i n g  b e t w e e n  m i s t i n g  i n t e r v a l s ,  a n d  d i d  n o t  b e c o m e  d i s p l a c e d  f r o m  t h e  
i n o c u l a t i o n  s i t e  w h e n  p l a n t  r a n d o m i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t .  T e n  w e e k  o l d  R .  a c r i s  p l a n t s  
i n o c u l a t e d  w i t h  b o t h  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  m i n o r  d e v e l o p e d  s y m p t o m s  o f  w a t e r - s o a k i n g ,  
t i s s u e  m a c e r a t i o n  a n d  n e c r o s i s  t y p i c a l  t o  t h e s e  f u n g i  ( W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) .  T h e s e  
s y m p t o m s ,  t o g e t h e r  w i t h  d i f f e r e n c e s  i n  p a t h o g e n i c i t y ,  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
s y n e r g i s t i c  a c t i v i t i e s  o f  p e c t o l y t i c  e n z y m e s  a n d  o x a l i c  a c i d  p r o d u c e d  b y  t h e s e  a n d  c l o s e l y  
r e l a t e d  f u n g i  d u r i n g  p a t h o g e n e s i s  ( B a t e m a n  a n d  B e e r ,  1 9 6 5 ;  B a t e m a n  a n d  M i l l e r ,  1 9 6 6 ;  
M a x w e l l  a n d  L u m s d e n ,  1 9 7 0 ;  M a r c i a n o  e t  a i . ,  1 9 8 3 ;  P u n j a ,  H u a n g  a n d  J e n k i n s ,  1 9 8 5 ;  T u ,  
1 9 8 5 ) .  
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  m o s t  p l a n t s  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  a t  e v e r y  p e t i o l e ,  
d i e d  ( E x p e r i m e n t  2 a ) .  T h i s  i n o c u l u m  l e v e l  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  p o s s i b l y  t o o  h i g h  f o r  t h e  
p u r p o s e  o f  p a t h o g e n i c i t y  s c r e e n i n g  o f  i s o l a t e s  o n  t e n  w e e k  o l d  p l a n t s ,  w h i c h  w e r e  f a i r l y  
s m a l l ,  a l t h o u g h  f u l l y  d i f f e r e n t i a t e d .  T h e r e f o r e ,  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  u s i n g  a  l o w e r  
i n o c u l u m  c o n c e n t r a t i o n  t o  e n a b l e  g r e a t e r  v a r i a t i o n  i n  i n f e c t i o n  ( E x p e r i m e n t  2 b ) .  
3 4  
T h e r e  w a s  g r e a t e r  v a r i a t i o n  i n  m o r t a l i t y  w h e n  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  a t  o n l y  t h r e e  p e t i o l e s  
( E x p e r i m e n t  2 b ) ,  b u t  t h i s  w a s  o n l y  s i g n i f i c a n t  b e t w e e n  S c l e r o t i n i a  s p e c i e s  a n d  n o t  b e t w e e n  
i s o l a t e s  w i t h i n  s p e c i e s .  S c l e r o t i n i a  m i n o r  w a s  l e s s  p a t h o g e n i c  ( P < O . 0 5 )  t h a n  S .  s c l e r o t i o r u m ,  
b o t h  o n  e x c i s e d  t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  R i d d l e  e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  a l s o  f o u n d  t h a t  
i s o l a t e s  o f  S .  m i n o r  w e r e  l e s s  p a t h o g e n i c  t h a n  m o s t  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  w h e n  s c r e e n i n g  
o n  e x c i s e d  l e a v e s  o f  T .  o f f i c i n a l e .  T h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  w a s  d u e  t o  
i n c o m p a t i b i l i t y  b e t w e e n  h o s t  a n d  p a r a s i t e  a s  T .  o f f i c i n a l e  h a d  n o t  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  a  
n a t u r a l  h o s t  o f  S .  m i n o r .  D u r i n g  c o l l e c t i o n  o f  i s o l a t e s ,  S .  m i n o r  w a s  n o t  f o u n d  t o  b e  p r e s e n t  
o n  a n y  n a t u r a l l y  d i s e a s e d  R .  a c r i s  p l a n t s  c o l l e c t e d  f r o m  t w o  r e g i o n s  o f  N e w  Z e a l a n d  ( T a k a k a  
V a l l e y  a n d  C a n t e r b u r y ) ,  w h e r e a s  S .  s c l e r o t i o r u m  w a s  i s o l a t e d  f r o m  d i s e a s e d  p l a n t s  c o l l e c t e d  
i n  b o t h  r e g i o n s .  
W h e n  i n t a c t  p l a n t s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  S c l e r o t i n i a  s p p . ,  m a n y  w e r e  a b l e  t o  r e c o v e r  b y  
p r o d u c i n g  n e w  l e a v e s  f r o m  t h e  a p i c a l  m e r i s t e m ,  a n d  f r o m  s h o o t s  w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  
a x i l l a r y  b u d s  o n  r e m a i n i n g  c r o w n  f r a g m e n t s  a f t e r  e x t e n s i v e  i n f e c t i o n  o f  l e a v e s  a n d  p e t i o l e s .  
T h e  c a p a c i t y  o f  p l a n t s  f o r  r e c o v e r y  b e t w e e n  1 4  D A I  a n d  2 8  D A I  m e a n t  t h a t  d i s e a s e  i n d e x  
r a t i n g s  u p  t o  1 4  D A I  d i d  n o t  e v a l u a t e  a l l  a s p e c t s  o f  p a t h o g e n i c i t y .  T h e  n u m b e r  o f  
r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p e r  p l a n t  2 8  D A I  i n d i c a t e d  t h e  a m o u n t  o f  v i a b l e  c r o w n  m a t e r i a l  t h a t  
r e m a i n e d  a f t e r  i n f e c t i o n ,  a n d  t h e  c a p a c i t y  o f  e a c h  i s o l a t e  t o  r o t  t h e  c r o w n s  a n d  c a u s e  p l a n t  
m o r t a l i t y .  T h e r e f o r e ,  c o u n t i n g  t h e  n u m b e r  o f  l e a v e s  p e r  p l a n t  2 8  D A I  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  
m o r e  r e l i a b l e  t h a n  t h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x  f o r  q u a n t i f y i n g  p a t h o g e n i c i t y .  T h e  f a c t  t h a t  n o  
d i f f e r e n c e s  i n  p a t h o g e n i c i t y  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  i s o l a t e s  w i t h i n  e a c h  s p e c i e s  o f  S c l e r o t i n i a  o n  
i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  ( T a b l e  2 . 3 )  m e a n t  t h a t  r e s u l t s  f r o m  t h e  t w o  s c r e e n i n g  t e s t s  d i d  n o t  
c o r r e l a t e  ( F i g .  2 . 1 ) .  S i n c e  t h e r e  w a s  o n l y  a  t h r e e  f o l d  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  l e a s t  a n d  t h e  
m o s t  p a t h o g e n i c  i s o l a t e  i n  t e r m s  o f  i n  v i t r o  l e s i o n  g r o w t h ,  t h e  s a m p l e  o f  i s o l a t e s  m a y  n o t  b e  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  t o t a l  p o s s i b l e  p a t h o g e n i c i t y  r a n g e  i n  S .  s c l e r o t i o r u m .  T h e r e f o r e ,  f r o m  
t h e s e  e x p e r i m e n t s  i t  c a n  o n l y  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r e l a t i v e l y  s m a l l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  
i s o l a t e s  i n  i n  v i t r o  p a t h o g e n i c i t y  o n  t i s s u e s  e x c i s e d  f r o m  s i x t e e n  w e e k  o l d  p l a n t s  d o  n o t  r e s u l t  
i n  p a t h o g e n i c i t y  d i f f e r e n c e  o n  i n t a c t  t e n  w e e k  o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  
A l t h o u g h  t h e r e  w a s  a  s i x  w e e k  a g e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  p l a n t s  u s e d  i n  e a c h  t e s t ,  p l a n t  
t i s s u e s  w e r e  s i m i l a r l y  d i f f e r e n t i a t e d .  T e n  w e e k  o l d  p l a n t s  h a d  c r o w n s  t h a t  w e r e  s u f f i c i e n t l y  
l a r g e  t o  b e  a b l e  t o  t e s t  t h e  c a p a c i t y  o f  a n  i s o l a t e  t o  c a u s e  c r o w n  r o t  a n d  p r e v e n t  r e g r o w t h ,  a  
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c r i t i c a l  f a c t o r  i n  t h i s  s t u d y .  T h e r e f o r e ,  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  i s o l a t e s  r e l a t i v e  
t o  e a c h  o t h e r  o n  t e n  w e e k  o l d  a n d  s i x t e e n  w e e k  o l d  p l a n t s  i s  c o m p a r a b l e .  
T h e  l a c k  o f  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  s c r e e n i n g  m e t h o d s  ( F i g .  2 . 1 )  i n d i c a t e s  t h e  l i m i t a t i o n s ,  
i n  t h i s  i n s t a n c e ,  o f  u s i n g  e x c i s e d  t i s s u e s  t o  p r e d i c t  t h e  r e s p o n s e  o f  i n t a c t  p l a n t s  t o  p a t h o g e n i c  
f u n g i .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  t h e s e  r e s u l t s  d i f f e r  f r o m  t h o s e  o f  R i d d l e  e t  a i .  ( 1 9 9 1 )  w h o  f o u n d  t h a t  a  
d e t a c h e d  l e a f  a s s a y  c o u l d  b e  u s e d  t o  s e l e c t  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  w i t h  s u p e r i o r  
m y c o h e r b i c i d a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o n  i n t a c t  p l a n t s  o f  T .  o f f i c i n a i e .  H o w e v e r ,  B u r p e e  ( 1 9 9 2 )  
c r i t i c i s e d  t h e  d e t a c h e d  l e a f  m e t h o d  u s e d  b y  R i d d l e  e t  a i .  ( 1 9 9 1 ) ,  s t a t i n g  t h a t  a l t h o u g h  i t  
e n a b l e d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  p a t h o g e n i c  o n  a e r i a l  t i s s u e s  o f  T .  
o f f i c i n a i e ,  i t  d i d  n o t  i n d i c a t e  p a t h o g e n i c i t y  o n  t a p  r o o t s  w h i c h  m u s t  b e  k i l l e d  t o  p r e v e n t  
r e g e n e r a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  i s o l a t e s  d u r i n g  e x c i s e d  t i s s u e  t e s t s  m a y  n o t  
a l w a y s  i n d i c a t e  t h e i r  f i e l d  p e r f o r m a n c e ,  w h e r e  t h e  c a p a c i t y  f o r  s u r v i v a l  a n d  p a t h o g e n i c i t y  
u n d e r  l e s s  t h a n  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  b e c o m e s  i m p o r t a n t .  T h i s  w a s  t h e  s u g g e s t i o n  o f  R i d d l e  e t  
a l .  ( 1 9 9 1 )  o n  f i n d i n g  c e r t a i n  i s o l a t e s  w h i c h  d i f f e r e d  i n  p a t h o g e n i c i t y  d u r i n g  d e t a c h e d  l e a f  
a s s a y s ,  b u t  d i d  n o t  d i f f e r  i n  p a t h o g e n i c i t y  o n  i n t a c t  p l a n t s  u n d e r  f i e l d  c o n d i t i o n s .  
E a r l i e r  p l a n t  p a t h o l o g i c a l  s t u d i e s  i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f  e x c i s e d  t i s s u e s ,  a s  r e v i e w e d  b y  
Y a r w o o d  ( 1 9 4 6 ) ,  w e r e  c o n c e r n e d  l a r g e l y  w i t h  t h e  p h y s i o l o g y  o f  i n f e c t i o n  p r o c e s s e s ,  o r  
a s p e c t s  o f  h o s t  r e s i s t a n c e  t o  a  p a t h o g e n .  M a n y  o f  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  o b l i g a t e  
p a r a s i t e s  ( Y a r w o o d ,  1 9 4 6 )  w h i c h  d o  n o t  k i l l  t h e i r  h o s t s .  O t h e r  s t u d i e s  h a v e  d e a l t  w i t h  
s a p r o p h y t i c  f u n g i .  F o r  e x a m p l e ,  W a r d  ( 1 9 5 9 )  f o u n d  t h a t  a  d e t a c h e d  l e a f  a s s a y  c o u l d  b e  u s e d  
a s  a  r e l i a b l e  m e t h o d  f o r  e v a l u a t i n g  t h e  s e v e r i t y  o f  d i s e a s e  c a u s e d  b y  P h o m a  h e r b a r u m  W e s t .  
v a r .  m e d i c a g i n i s  F c k l  o n  i n d i v i d u a l  p l a n t s  o f  M e d i c a g o  s a t i v a  ( L . ) .  L e e ,  T a t t a r ,  B e r m a n  a n d  
M o u n t  ( 1 9 9 2 )  f o u n d  t h a t  v i r u l e n c e  o f  C r y p h o n e c t r i a  p a r a s i t i c a  ( M u r r i l l )  B a r r  o n  e x c i s e d  b a r k  
a n d  w o o d  o f  C a s t a n e a  d e n t a t a  ( M a r s h . )  B o r k h .  c o r r e l a t e d  w e l l  w i t h  v i r u l e n c e  o n  l i v i n g  t r e e s .  
L e e  e t  a l .  ( 1 9 9 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  e x c i s e d  b a r k / w o o d  t e s t  c o u l d  b e  h i g h l y  u s e f u l  i n  t h e  
i n i t i a l  s c r e e n i n g  o f  C .  p a r a s i t i c a  i s o l a t e s  f o r  h y p o v i r u l e n c e .  
A l t h o u g h  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n s  b e t w e e n  p a t h o g e n i c i t y  o n  
e x c i s e d  t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s  ( W a r d ,  1 9 5 9 ;  C h u n  e t  a I . ,  1 9 8 7 ;  L e e  e t  a l . ,  1 9 9 2 ;  M i k l a s  e t  
a l . ,  1 9 9 2 ) ,  f e w  s t u d i e s  h a v e  f o c u s e d  o n  s e l e c t i n g  i s o l a t e s  i n  o r d e r  t o  e n h a n c e  i n f e c t i o n  i n  t h e  
h o s t .  T h e  c a p a c i t y  o f  a n  i s o l a t e  t o  i n c i t e  s e v e r e  i n f e c t i o n ,  o r  e v e n  k i l l  i t s  h o s t ,  m a y  n o t  
a l w a y s  b e  d e t e r m i n e d  a c c u r a t e l y  b y  e x c i s e d  t i s s u e  a s s a y s ,  w h i c h  d o  n o t  t a k e  i n t o  a c c o u n t  t h e  
c o m p l e x i t y  o f  f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  a c h i e v i n g  c o m p l e t e  i n f e c t i o n  o f  a n  e n t i r e  p l a n t .  T h i s  i s  o f  
p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  i n  t h e  c a s e  o f  p e r e n n i a l  p l a n t s  s u c h  a s  R .  a c r i s  w h i c h  c o n t a i n  
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u n d e r g r o u n d  o r g a n s  f r o m  w h i c h  r e g e n e r a t i o n  c a n  t a k e  p l a c e .  
I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e s u l t s  f r o m  s c r e e n i n g  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  o n  b o t h  e x c i s e d  
t i s s u e s  a n d  i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  d i d  n o t  c o r r e l a t e  b e c a u s e  t h e  c a p a c i t y  t o  i n v a d e  t h e  l i v i n g  
c r o w n  c o u l d  n o t  b e  d e t e n n i n e d  u s i n g  t h e  e x c i s e d  t i s s u e  m e t h o d .  P l a n t  d e a t h  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  
t h e  u l t i m a t e  a i m  i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h ,  a s  a  r e d u c t i o n  i n  w e e d  g r o w t h  a n d  
c o m p e t i t i v e n e s s  i s  o f t e n  s u f f i c i e n t  t o  p r e v e n t  c r o p  y i e l d  l o s s  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 8 8 ;  W a t s o n  a n d  
W y m o r e ,  1 9 9 0 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  s t u d y  h a s  s h o w n  t h a t  R .  a c r i s  h a s  a  h i g h  r a t e  o f  r e g e n e r a t i o n  
f r o m  b u d s  o n  t h e  c r o w n  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  r a p i d  a n d  
c o m p l e t e  i n v a s i o n  o f  t h e  c r o w n  o f  i n t a c t  p l a n t s  i s  l i k e l y  t o  b e  a  k e y  f a c t o r  d e t e r m i n i n g  t h e  
m y c o h e r b i c i d a l  f i t n e s s  o f  a n  i s o l a t e .  H o w e v e r ,  t h e  c r o w n  w a s  l e s s  r a p i d l y  d e g r a d e d  t h a n  
a e r i a l  t i s s u e s  a n d  i s o l a t e s  w i t h i n  e a c h  s p e c i e s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  d i f f e r  i n  t h e i r  p o t e n t i a l  t o  
i n c i t e  c o m p l e t e  c r o w n  d e c a y .  T h i s  m e a n t  t h a t  t h e  i n t a c t  p l a n t  t e s t s  w e r e  o f  l i m i t e d  v a l u e  i n  
s e l e c t i n g  t h o s e  i s o l a t e s  o f  g r e a t e s t  m y c o h e r b i c i d a l  p o t e n t i a l .  
V a r i a b i l i t y  i n  c o m p l e t e  c r o w n  i n v a S I o n  i s  p r o b a b l y  m o r e  d e t e r m i n e d  b y  p h y s i o l o g i c a l  
v a r i a t i o n  b e t w e e n  p l a n t s  r a t h e r  t h a n  t h e  r e l a t i v e  p a t h o g e n i c i t y  o f  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  
R i d d l e  e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  o b s e r v e d  t h a t  t a p r o o t s  o f  T .  o f f i c i n a l e  w e r e  r e s i s t a n t  t o  d e c a y  b y  
S c l e r o t i n i a  s p p .  t h r o u g h o u t  t h e i r  s t u d i e s ,  a n d  r e p o r t e d  t h a t  T .  o f f i c i n a l e  p o p u l a t i o n s  i n  s w a r d s  
o f  t u r f g r a s s  w e r e  n o t  c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e d  b y  a p p l i c a t i o n s  o f  i n o c u l u m  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  
T h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  p l a n t s  e i t h e r  e s c a p e d  i n f e c t i o n  o r  v a r i e d  i n  t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  
S c l e r o t i n i a  s p p . ,  b u t  t h e y  d i d  n o t  r e p o r t  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  i s o l a t e s  d i f f e r e d  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  
i n v a d e  t a p r o o t s ,  n o r  t h e  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  T .  o f f i c i n a l e  a f t e r  n e c r o s i s  o f  l e a f  t i s s u e .  T h i s  
w a s  a d d r e s s e d  b y  B u r p e e  ( 1 9 9 2 )  w h o  t e s t e d  t h e  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  f o n n u l a t i o n s  i n  
p r e v e n t i n g  r e g e n e r a t i o n  i n  T .  o f f i c i n a l e ,  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a b i l i t y  t o  i n v a d e  t h e  t a p r o o t s  
o f  t h i s  w e e d  w a s  a n  i m p o r t a n t  c r i t e r i o n  f o r  a  c o m m e r c i a l  m y c o h e r b i c i d e .  
T h e s e  s t u d i e s  h a v e  h i g h l i g h t e d  t h e  d i f f i c u l t i e s  f a c i n g  r e s e a r c h e r s  i n  w e e d  b i o c o n t r o l  w h e n  
d e a l i n g  w i t h  v i g o r o u s ,  p e r e n n i a l  w e e d s .  M e t h o d o l o g y  w h i c h  h a s  p r o v e d  e f f e c t i v e  f o r  i s o l a t e  
s c r e e n i n g  d u r i n g  p r e v i o u s  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e s  d o  n o t  a p p e a r  t o  b e  e f f e c t i v e  f o r  
S c l e r o t i n i a  s p p .  o n  R .  a c r i s  b e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t y  i n  a c h i e v i n g  c o m p l e t e  i n f e c t i o n  o f  a n  
e n t i r e  p l a n t .  S c r e e n i n g  a  g r e a t e r  r a n g e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  a n d  i n o c u l u m  l e v e l s  o n  
i n t a c t  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  m i g h t  e n a b l e  s o m e  i s o l a t e  d i f f e r e n c e s  t o  b e  i d e n t i f i e d .  H o w e v e r ,  t h i s  
i s  t i m e  c o n s u m i n g ,  a n d  i t  w o u l d  b e  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  d i f f e r e n c e s  i n  i s o l a t e  p a t h o g e n i c i t y  
g i v e n  t h e  c u r r e n t  m e t h o d o l o g y ,  a n d  t h e  a p p a r e n t  r e s i s t a n c e  o f  t h e  c r o w n  t o  S c l e r o t i n i a  s p p .  
T e s t i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  c r o w n  t i s s u e s  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  w o u l d  p r o v i d e  a  m o r e  r a p i d  
' - - , " , .  -
i n d i c a t i o n  o f  e a c h  i s o l a t e ' s  m y c o h e r b i c i d a l  p o t e n t i a l ,  a n d  w o u l d  e n a b l e  t h e  s e l e c t i o n  o f  
i s o l a t e s  w i t h  t h e  h i g h e s t  c a p a c i t y  t o  c a u s e  .  c r o w n  r o t ,  a n d  u l t i m a t e l y  p l a n t  d e a t h .  
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A p p a r e n t  c r o w n  r e s i s t a n c e ,  a n d  t h e  c a p a c i t y  f o r  r e g r o w t h  s h o w n  b y  t e n  w e e k  o l d  R .  a c r i s  
p l a n t s ,  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  m a y  b e  i m p o r t a n t  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  s u c c e s s f u l  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  
w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  T o  i m p r o v e  t h e  m e t h o d o l o g y  f o r  i s o l a t e  s c r e e n i n g ,  a n d  t o  p r o v i d e  a  f u l l  
e v a l u a t i o n  o f  t h e  m y c o h e r b i c i d a l  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  f o r  R .  a c r i s ,  a  b e t t e r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  h o s t - p a t h o g e n  i n t e r a c t i o n  i s  r e q u i r e d .  F o r  s u b s e q u e n t  
e x p e r i m e n t a l  w o r k  w i t h i n  t h i s  s t u d y ,  i s o l a t e  S 1 3  w a s  r a n d o m l y  s e l e c t e d  f r o m  t h e  s e v e n  
i s o l a t e s  r a n k e d  a s  h i g h l y  p a t h o g e n i c  d u r i n g  e x c i s e d  t i s s u e  t e s t s .  T h e  h o s t - p a t h o g e n  i n t e r a c t i o n ,  
w i t h  a  f o c u s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s ,  i s  i n v e s t i g a t e d  i n  C h a p t e r  3 .  T h e  r e g r o w t h  p o t e n t i a l  o f  
R .  a c r i s  i s  t h e  f o c u s  o f  C h a p t e r  4 .  
'---~ : - - - - ' - : ' .  ~ - .  - - ' : . , - ' -
C H A P T E R  3  
T H E  I N F E C T I O N  P R O C E S S :  I D E N T I F Y I N G  T H E  C R O W N  A S  T H E  T A R G E T ,  
A N D  T H E  B A S I S  O F  C R O W N  R E S I S T A N C E  
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I n  C h a p t e r  2 ,  t h e  c a p a c i t y  o f  a n  i s o l a t e  t o  i n v a d e  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  a n d  p r e v e n t  r e g r o w t h ,  
w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  d e t e r m i n a n t  o f  t h e  m y c o h e r b i c i d a l  p o t e n t i a l  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  f o r  t h i s  p e r e n n i a l  w e e d .  A l t h o u g h  e a c h  i s o l a t e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  s c r e e n e d  i n  t h i s  
s t u d y  k i l l e d  a t  l e a s t  o n e  i n o c u l a t e d  p l a n t ,  i s o l a t e s  d i d  n o t  d i f f e r  i n  t h e i r  o v e r a l l  p o t e n t i a l  t o  
p r e v e n t  r e g r o w t h  i n  R .  a c r i s .  T h i s  m a y  b e  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e s i s t a n c e  o r  r e c o v e r y  
r e s p o n s e  o f  R .  a c r i s  p l a n t s  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  w h i c h  o v e r r i d e  d i f f e r e n c e s  i n  i s o l a t e  
p a t h o g e n i c i t y .  A  k n o w l e d g e  o f  t h e  f a c t o r s  i n v o l v e d  i n  r e s i s t a n c e  o f  R .  a c r i s  i s  c o n s i d e r e d  t o  
b e  a n  i m p o r t a n t  p a r t  o f  t h i s  s t u d y .  T h i s  r e q u i r e s  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  b i o l o g y  a n d  
p h y s i o l o g y  o f  t h e  h o s t - p a t h o g e n  i n t e r a c t i o n ,  a n  e s s e n t i a l  p a r t  o f  a n y  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  
p r o g r a m m e  ( T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  
1 9 9 0 ) .  
T o  d e b i l i t a t e  R .  a c r i s  s e v e r e l y ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i d e n t i f y  t h e  m a j o r  t a r g e t  o n  t h e  p l a n t ,  a n d  
t h e  m o s t  i m p o r t a n t  p r o c e s s e s  e n a b l i n g  s u r v i v a l  o f  R .  a c r i s  f o l l o w i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n o c u l a t i o n .  S t u d i e s  i n  C h a p t e r  2  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  c r o w n ,  a s  t h e  u n d e r g r o u n d  p e r e n n a t i n g  
o r g a n ,  w a s  t h e  m a i n  t a r g e t  o r g a n  i n  R .  a c r i s .  I f  s o ,  t h e  p o s i t i o n  o f  i n o c u l u m  p l a c e m e n t  o n  t h e  
p l a n t  m a y  d e t e r m i n e  t h e  l i k e l i h o o d  o f  c r o w n  i n f e c t i o n .  T h e r e f o r e ,  a  m o r e  d e t a i l e d  k n o w l e d g e  
o f  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  i n  t h e  w h o l e  p l a n t ,  a n d  h o w  t h i s  r e l a t e s  t o  i n f e c t i o n  o f  t h e  c r o w n ,  i s  
r e q u i r e d .  
T h e  h i s t o p a t h o l o g y  a n d  p a t h o g e n e s i s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  o n  v a r i o u s  h o s t s  h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  d o c u m e n t e d ,  b e c a u s e  o f  t h e  e c o n o m i c  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  p a t h o g e n  w o r l d w i d e  
( L u m s d e n ,  1 9 7 0 ;  M a x w e l l  a n d  L u m s d e n ,  1 9 7 0 ;  M o r r e l l ,  D u c z e k  a n d  S h e a r d ,  1 9 7 2 ;  L u m s d e n  
a n d  D o w ,  1 9 7 3 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 6 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 9 ;  M a r c i a n o  e t  a I . ,  1 9 8 3 ;  G o d o y  e t  a i . ,  1 9 9 0 ) .  
M y c e l i a l  i n v a s i o n  o f  h o s t  t i s s u e  b y  S .  s c l e r o t i o r u m  i s  p r e c e d e d  b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  
a p p r e s s o r i u m  o r  i n f e c t i o n  c u s h i o n  ( L u m s d e n  a n d  D o w ,  1 9 7 3 ;  L u m s d e n  a n d  W e r g i n ,  1 9 8 0 ;  
-,-',,:~ .;.'~ . . .  ~:: ·:t··:~--:" 
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T a r i q  a n d  J e f f r i e s ,  1 9 8 5 ) .  C u t i c l e  p e n e t r a t i o n  t h e n  o c c u r s  v i a  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  i n f e c t i o n  
p e g .  L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  a n d  L u m s d e n  ( 1 9 7 9 )  s u g g e s t e d  t h a t  c u t i c l e  p e n e t r a t i o n  w a s  
l a r g e l y  a  r e s u l t  o f  m e c h a n i c a l  f o r c e s .  H o w e v e r ,  T a r i q  a n d  J e f f r i e s  ( 1 9 8 5 )  p r o v i d e d  s t r o n g  
e v i d e n c e  f o r  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  c u t i n o l y t i c  e n z y m e  a c t i v i t y  d u r i n g  h o s t  p e n e t r a t i o n .  O n c e  t h e  
c u t i c l e  h a s  b e e n  p e n e t r a t e d ,  a  s u b c u t i c u l a r  v e s i c l e  d e v e l o p s  f r o m  w h i c h  t h e  i n f e c t i o n  h y p h a e  
r a d i a t e  ( L u m s d e n  a n d  D o w ,  1 9 7 3 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  
L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  a n d  L u m s d e n  a n d  W e r g i n  ( 1 9 8 0 )  d e s c r i b e d  t w o  d i s t i n c t  t y p e s  o f  
h y p h a e  i n v o l v e d  i n  t h e  c o l o n i s a t i o n  o f  P h a s e o l u s  v u l g a r i s  ( L . )  h y p o c o t y l s  b y  S .  s c l e r o t i o r u m .  
T h e  i n f e c t i o n  f r o n t  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  l a r g e ,  g r a n u l a r  i n f e c t i o n  h y p h a e  w h i c h  g r e w  a l m o s t  
e x c l u s i v e l y  i n t e r c e l l u l a r l y .  O n c e  t h e  h y p o c o t y l  t i s s u e  o f  P .  v u l g a r i s  h a d  b e e n  c o l o n i s e d ,  
s m a l l e r  d i a m e t e r  h y p h a e ,  d e s c r i b e d  b y  t h e  a u t h o r s  a s  r a m i f y i n g  h y p h a e ,  d e v e l o p e d  f r o m  
b r a n c h i n g  o f  i n f e c t i o n  h y p h a e .  R a m i f y i n g  h y p h a e  i n v a d e d  d e a d  t i s s u e  e x t e n s i v e l y ,  b o t h  i n t e r -
a n d  i n t r a c e l l u l a r l y ,  a n d  w e r e  c a p a b l e  o f  p e n e t r a t i n g  c e l l  w a l l s .  
L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  a n d  L u m s d e n  ( 1 9 7 6 ,  1 9 7 9 )  s u g g e s t e d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  
h y p h a e  a t  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  l e s i o n s  p r o d u c e  e n d o - p o l y g a l a c t u r o n a s e  ( e n d o - P G )  a n d  o t h e r  
p e c t o l y t i c  e n z y m e s ,  a s  w e l l  a s  t h e  m o b i l e  t o x i n ,  o x a l i c  a c i d .  P e c t o l y t i c  e n z y m e s ,  p a r t i c u l a r l y  
e n d o - P G ,  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  s y m p t o m s  o f  t i s s u e  m a c e r a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  
S c l e r o t i n i a  s p p .  ( M o r r e l l  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) ,  b y  b r e a k i n g  d o w n  t h e  p e c t i c  s u b s t a n c e s  o f  w h i c h  t h e  
m i d d l e  l a m e l l a  o f  t h e  h o s t  c e l l  w a l l  i s  c h i e f l y  c o m p r i s e d .  T h i s  r e s u l t s  i n  s e p a r a t i o n  o f  
i n d i v i d u a l  c e l l s ,  o n e  t o  t w o  c e l l s  a h e a d  o f  i n v a d i n g  h y p h a e ,  t h u s  f a c i l i t a t i n g  r a p i d  i n v a s i o n  b y  
t h e  p a t h o g e n  ( B a t e m a n  a n d  M i l l a r ,  1 9 6 6 ;  H a n c o c k ,  1 9 6 6 ;  M o r r a l l  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  L u m s d e n ,  
1 9 7 6 ;  M i s a g h i ,  1 9 8 2 ;  A m a d i o h a  a n d  O l a d i r a n ,  1 9 9 3 ) .  
L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  a n d  L u m s d e n  ( 1 9 7 9 )  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  r a m i f y i n g  h y p h a e  p r o d u c e  
c e l l u l o l y t i c  a n d  h e m i c e l l u l o l y t i c  e n z y m e s  w h i c h  d e g r a d e  t h e  h o s t  c e l l  w a l l  a n d  c e l l  c o n t e n t s  
o f  d e a d  t i s s u e .  T h i s  p r o v i d e s  a  s o u r c e  o f  d e c o m p o s e d  c a r b o n  f o r  u t i l i s a t i o n  b y  t h e  p a t h o g e n .  
T h e r e f o r e ,  a  n u t r i t i o n a l  r o l e  f o r  t h e s e  h y p h a e  h a s  b e e n  p o s t u l a t e d  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  
S c l e r o t i n i a  s p p .  s e c r e t e  r e l a t i v e l y  l a r g e  a m o u n t s  o f  o x a l i c  a c i d  d u r i n g  p a t h o g e n e s i s ,  c o m p a r e d  
w i t h  o t h e r  n e c r o t r o p h s  ( T a r i q  a n d  J e f f r i e s ,  1 9 8 5 ) .  O x a l i c  a c i d  p r o d u c e d  b y  n e c r o t r o p h i c  
p a t h o g e n s  a p p e a r s  t o  w o r k  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  p e c t o l y t i c  e n z y m e s  d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  
.  -.'--~'. " . - .  
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i n f e c t i o n  a n d  a t  t h e  a d v a n c i n g  m a r g i n  o f  l e s i o n s ,  b y  l o w e r i n g  t h e  p H  o f  i n f e c t e d  t i s s u e s  t o  t h e  
o p t i m u m  r a n g e  f o r  e n z y m e  a c t i o n ,  a n d  b y  c o m b i n i n g  w i t h  t h e  c a l c i u m  i o n s  i n  t h e  c a l c i u m  
p e c t a t e  c o m p o n e n t  o f  t h e  h o s t  c e l l  w a l l .  T h i s  e n a b l e s  p e c t o l y t i c  e n z y m e s  t o  d e g r a d e  t h e  
p e c t a t e s  i n  t h e  m i d d l e  l a m e l l a ,  r e s u l t i n g  i n  r a p i d  t i s s u e  m a c e r a t i o n  ( B a t e m a n ,  1 9 6 4 ;  B a t e m a n  
a n d  B e e r ,  1 9 6 5 ;  M a x w e l l  a n d  L u m s d e n ,  1 9 7 0 ;  M o r r a l l  e t  a t . ,  1 9 7 2 ;  P u n j a  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  
C o n w a y ,  S a m s ,  M c G u i r e  a n d  K e l m a n ,  1 9 9 2 ;  P l u i m ,  T e w a r i ,  K n o w l e s  a n d  H o w a r d ,  1 9 9 4 ) .  
L u m s d e n  ( 1 9 7 9 )  s t a t e d  t h a t  " t h e  s u c c e s s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  a s  p a t h o g e n s  a p p e a r s  t o  b e  
d e p e n d e n t  o n  a  c o m p l e x  c o m b i n a t i o n  o f  f a c t o r s  t h a t  c a n  o v e r w h e l m  t h e  h o s t  p l a n t  b y  r a p i d l y  
a c t i n g  b e f o r e  t h e  h o s t  c a n  r e s p o n d " .  H o w e v e r ,  h o s t  r e s i s t a n c e  t o  S c l e r o t i n i a  s p p .  i s  l e s s  w e l l  
u n d e r s t o o d  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  T h e  f a c t  t h a t  m a n y  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  r e c o v e r e d  f o l l o w i n g  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  i m p l i e s  t h a t  t h e  s p r e a d  o f  i n f e c t i o n  i n  t h e  c r o w n  i s  c o n t a i n e d ,  
p r e v e n t i n g  c o m p l e t e  c r o w n  d e c a y  ( C h a p t e r  2 ) .  
T h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  n o n - s p e c i f i c  d e f e n c e  m e c h a n i s m s  w h i c h  l i m i t  i n v a s i o n  b y  a  p a t h o g e n .  
T h e s e  m a y  b e  a n a t o m i c a l  f e a t u r e s ,  o r  h o s t  r e s p o n s e s  t o  i n f e c t i o n  a n d  w o u n d i n g  ( P e r r y  a n d  
E v e r t ,  1 9 8 3 ) .  A c c o r d i n g l y ,  s e v e r a l  a u t h o r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  h i s t o p a t h o l o g y  o f  i n f e c t i o n  i n  a  
v a r i e t y  o f  h o s t - p a t h o g e n  s y s t e m s ,  w i t h  t h e  a i m  o f  d e t e r m i n i n g  m o r p h o l o g i c a l  b a r r i e r s  t o  
f u n g a l  g r o w t h  ( P r i o r  a n d  O w e n ,  1 9 6 4 ;  P e r r y  a n d  E v e r t ,  1 9 8 3 ;  S t o c k w e l l  a n d  H a n c h e y ,  1 9 8 7 ;  
S t o r e y  a n d  E v a n s ,  1 9 8 7 ;  B r u n e ,  R h o d e s ,  P a n c i e r a ,  R i e d e l  a n d  M y e r s ,  1 9 8 8 ;  P e n n y p a c k e r  a n d  
L e a t h ,  1 9 9 3 ) .  S t u d i e s  h a v e  f o u n d  t h a t  d e p o s i t s  o f  l i g n i n ,  s u b e r i n ,  p h e n o l i c s ,  w a x e s ,  c u t i n s ,  
t a n n i n s  a n d  o t h e r  s u b s t a n c e s  o c c u r  i n  t h e  s e c o n d a r y  w a l l s  o f  h o s t  c e l l s  a s  p l a n t  t i s s u e s  
m a t u r e ,  o r  a s  a  d e f e n c e  r e s p o n s e  t o  w o u n d i n g  o r  i n v a s i o n  b y  a  p a t h o g e n  ( H i j w e g e n ,  1 9 6 3 ;  
R i d e ,  1 9 7 5 ;  S h a r m a n  a n d  H e a l e ,  1 9 7 7 ;  V a n c e ,  K i r k  a n d  S h e r w o o d ,  1 9 8 0 ;  F r i e n d ,  1 9 8 1 ;  
H a m m e r s c h m i d t ,  B o n n e n ,  B e r g s t r o m  a n d  B a k e r ,  1 9 8 5 ;  R o b e r t s e n ,  1 9 8 6 ;  S t o c k w e l l  a n d  
H a n c h e y ,  1 9 8 7 ;  F a h n ,  1 9 9 0 ;  M c E l w e e ,  I r v i n e  a n d  B u r g e ,  1 9 9 0 ) .  
T h e  a n a t o m i c a l  r e s p o n s e  o f  R .  a c r i s  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  h a s  n o t  b e e n  d e s c r i b e d  
p r e v i o u s l y .  T h e  v a s c u l a r  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a l r e a d y  a s  b e i n g  r e s i s t a n t  t o  
d e c a y  b y  S .  s c l e r o t i o r u m ,  a f t e r  o b s e r v a t i o n s  t h a t  v a s c u l a r  s t r a n d s  i n  t h e  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s  
o f t e n  r e m a i n e d  i n t a c t  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  h a d  r o t t e d  t h e  p a r e n c h y m a  t i s s u e  ( C h a p t e r  2 ) .  
S i n c e  t h e  r o o t s  a n d  a e r i a l  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s  a r e  p r o d u c e d  f r o m  t h e  c r o w n  ( A p p e n d i x  I ) ,  i t  i s  
p r o b a b l e  t h a t  t h e  c r o w n  c o n t a i n s  a  d e n s e  n e t w o r k  o f  v a s c u l a r  t i s s u e s .  T h i s  m a y  l i m i t  t h e  
s p r e a d  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  w i t h i n  t h e  c r o w n ,  f a c i l i t a t i n g  p l a n t  r e c o v e r y .  P r e v i o u s  
s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  r e s i s t a n c e  o f  p l a n t  v a s c u l a r  t i s s u e s  t o  S c l e r o t i n i a  s p p .  F o r  i n s t a n c e ,  
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T a r i q  a n d  J e f f r i e s  ( 1 9 8 5 ,  1 9 8 6 )  f o u n d  t h a t  v a s c u l a r  t i s s u e s  w i t h i n  t h e  l e a v e s  o f  P .  v u l g a r i s  
e x h i b i t e d  r e s i s t a n c e  t o  c e l l  w a l l  d e g r a d i n g  e n z y m e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  L u m s d e n  a n d  D o w ·  
( 1 9 7 3 )  o b s e r v e d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  h y p h a e  f o r m e d  i n f e c t i o n  c u s h i o n s  w h e n  
a p p r o a c h i n g  x y l e m  a n d  p h l o e m  t i s s u e  i n  h y p o c o t y l s  o f  P .  v u l g a r i s .  I t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  
v a s c u l a r  t i s s u e s  m a y  p r e s e n t  a  b a r r i e r  t o  r a p i d  i n v a s i o n  b y  t h e  p a t h o g e n  ( L u m s d e n  a n d  D o w ,  
1 9 7 3 ) .  P r i o r  a n d  O w e n  ( 1 9 6 4 )  o b s e r v e d  t h a t S .  t r i f o l i o r u m  m y c e l i u m  r a r e l y  i n v a d e d  t h e  x y l e m  
v e s s e l s  i n  H e Z i a n t h u s  a n n u u s  ( L . ) .  H o w e v e r ,  B r u n e  e t  a l .  ( 1 9 8 8 )  d i d  n o t  f i n d  t h a t  x y l e m  t i s s u e  
w a s  a n  i m p o r t a n t  b a r r i e r  d u r i n g  p a t h o g e n e s i s  o f  S .  t r i f o l i o r u m  i n  M e d i c a g o  s a t i v a  ( L . ) .  
A n a t o m i c a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  u n d e r g r o u n d  o r g a n s  o f  t h e  p e r e n n i a l  w e e d s '  
E u p h o r b i a  e s u i a  ( L . )  ( M y e r s ,  B e a s l e y  a n d  D e r s c h e i d ,  1 9 6 4 )  a n d  C i r s i u m  a r v e n s e  ( L . )  S c o p .  
( H a m d o u n ,  1 9 7 0 ) ,  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  o n  t h e i r  s t r u c t u r e ,  a n d  o n  t h e  o r i g i n  o f  r e p r o d u c t i v e  
t i s s u e s .  A n  a n a t o m i c a l  i n v e s t i g a t i o n  o f  n o n - i n o c u l a t e d  c r o w n s  o f  R .  a c r i s  m a y  a l s o  p r o v i d e  
i n f o r m a t i o n  o n  t i s s u e  d i s t r i b u t i o n ,  a n d  t h e  e x a c t  o r i g i n  o f  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s .  T h i s ,  t o g e t h e r  
w i t h  a  h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  i n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  m a y  
i d e n t i f y  r e s i s t a n t  t i s s u e s ,  a n d  o t h e r  f a c t o r s  w h i c h  l i m i t  i n f e c t i o n  a n d  e n a b l e  r e g e n e r a t i o n  t o  
o c c u r .  T h i s  m a y  e x p l a i n  w h y  s o m e  p l a n t s  a r e  k i l l e d ,  a n d  o t h e r s  s u r v i v e  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n o c u l a t i o n  u n d e r  u n i f o r m  c o n d i t i o n s .  
A  k n o w l e d g e  o f  t h e  a g e  a n d  p h y s i o l o g y  o f  t h e  h o s t  t h a t  f a v o u r s  o r  s u p p r e s s e s  p l a n t  i n f e c t i o n  
i s  d e s i r a b l e  i n  m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  ( T e m p l e t o n  e t  a i . ,  1 9 8 6 ) .  A n a t o m i c a l  d i f f e r e n c e s  
b e t w e e n  v e g e t a t i v e  a n d  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  c o u l d  i n f l u e n c e  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s .  F o r  
i n s t a n c e ,  t h e  f l o w e r i n g  s t e m s  m a y  a c t  a s  c o n d u i t  t o  c r o w n  i n v a s i o n  s i n c e  t h e y  a r e  h o l l o w ,  
e n a b l i n g  i n f e c t i o n  t o  b y p a s s  p o t e n t i a l  b a r r i e r s  s u c h  a s  t h e  v a s c u l a r  t i s s u e s .  T h u s ,  f l o w e r i n g  i n  
R .  a c r i s  m a y  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  g r e a t e r  s e v e r i t y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n .  P o p a y  a n d  C h e a h  ( 1 9 9 0 )  
s u g g e s t e d  t h a t  m o w n  s t e m s  o f  C .  a r v e n s e  m a y  p r o v i d e  a  m e a n s  o f  e n t r y  f o r  p a t h o g e n s  t o  
i n f e c t  t h e  r o o t s  a n d  k i l l  p l a n t s .  T h e r e  i s  p o t e n t i a l  f o r  t e s t i n g  t h i s  i n  R .  a c r i s  b y  i n o c u l a t i n g  t h e  
c u t  e n d  o f  t h e  f l o w e r i n g  s t e m s .  
T h e  e x p e r i m e n t s  i n  t h i s  c h a p t e r  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  o b j e c t i v e s :  
1 .  T o  i d e n t i f y  t h e  m a i n  t a r g e t  f o r  i n f e c t i o n ,  a n d  t h e  e f f e c t  o f  i n o c u l u m  p l a c e m e n t  o n  d e a t h  o f  
> :  :  . '  , <  . . . .  :~~-< . .  
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t h e  t a r g e t  t i s s u e s .  
2 .  T o  d e t e r m i n e  t h e  k e y  f a c t o r s  e n a b l i n g  p l a n t  r e c o v e r y  f o l l o w i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n .  
3 .  T o  d e s c r i b e  t h e  a n a t o m y  o f  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s .  
4 .  T o  i d e n t i f y  m o r p h o l o g i c a l  b a r r i e r s  t o  c r o w n  i n f e c t i o n ,  b a s i n g  s t u d i e s  o n  t h e  r e l a t i v e  
r e s i s t a n c e  o f  t h e  v a r i o u s  t i s s u e  t y p e s  w i t h i n  t h e  c r o w n .  
5 .  T o  d e f i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  a n d  s u r v i v a l  o f  t h e  r e g e n e r a t i o n  
s i t e s  i n  f l o w e r i n g  a n d  v e g e t a t i v e  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  
3 . 2  M E T H O D S  
3 . 2 . 1  G e n e r a l  m e t h o d s  
P l a n t s  o f  R .  a c r i s  w e r e  g r o w n  f r o m  s e e d  i n  a  g l a s s h o u s e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  U n l e s s  
o t h e r w i s e  s t a t e d ,  p l a n t s  w e r e  a t  t h e  v e g e t a t i v e  r o s e t t e  s t a g e  ( A p p e n d i x  I ) .  I n o c u l u m  c o n s i s t e d  
o f  k i b b l e d  w h e a t  i n f e s t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e  S  1 3  w h i c h  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s .  
U n d e r  a s e p t i c  c o n d i t i o n s ,  6  m m  d i a m e t e r  m y c e l i a l  d i s k s  w e r e  r e m o v e d  u s i n g  a  c o r k  b o r e r  
f r o m  t h e  o u t e r  1 - 2  c m  o f  c o l o n i e s .  C o l o n i e s  h a d  b e e n  g r o w n  o n  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  M E A  
f o r  t h r e e  d a y s  a t  2 5 ° C  w i t h  a  1 2  h  p h o t o p e r i o d  o f  n e a r - u l t r a  v i o l e t  ( N U V )  a n d  d a y l i g h t -
f l u o r e s c e n t  l i g h t .  T h e  m y c e l i a l  d i s k s  w e r e  m i x e d  t h o r o u g h l y  w i t h  s t e r i l e  k i b b l e d  w h e a t  i n  
t r a y s .  T h e  t r a y s  w e r e  c o v e r e d  w i t h  s t e r i l e  a l u m i n i u m  f o i l  a n d  i n c u b a t e d  i n  t h e  d a r k  a t  2 5 ° C  
f o r  1 4  d a y s  f o r  t h o r o u g h  c o l o n i s a t i o n .  F r e s h  i n o c u l u m  w a s  a i r - d r i e d  f o r  t h r e e  d a y s  a t  2 7  ° C  
a n d  g r o u n d  t h r o u g h  a  2  m m  s i e v e .  I n  E x p e r i m e n t s  1  a n d  2 ,  u n g r o u n d  i n o c u l u m  w a s  u s e d .  
U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  p l a n t s  w e r e  m i s t e d  b e f o r e  a n d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  
s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  a i d  a d h e r e n c e  o f  i n o c u l u m ,  a n d  i n c u b a t e d  o n  a  g l a s s h o u s e  b e n c h  
u n d e r  a  m i s t i n g  u n i t  w h i c h  m a i n t a i n e d  a l m o s t  c o n s t a n t  l e a f  w e t n e s s  u s i n g  a n  e l e c t r o n i c  " w e t  
l e a f "  s e n s o r  d e v i c e  c o n n e c t e d  t o  t h e  m i s t i n g  s u p p l y .  T h e  g l a s s h o u s e  h a d  s u p p l e m e n t a r y  
l i g h t i n g  f o r  1 2  h  d a y - l  w i t h  d a y l e n g t h  e x t e n d e d  t o  1 6  h  d a y - l  s u p p l i e d  b y  6  x  4 0 0  W  b u l b s  
s p a c e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  1  m  i n t e r v a l s  a b o v e  t h e  p l a n t s .  T h e  t~mperature w a s  m a i n t a i n e d  
b e t w e e n  1 7  a n d  2 2 ° C .  T h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x  u s e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t  v a r i e d  b e c a u s e  o f  
d i f f e r e n c e s  i n  p l a n t  s i z e  a n d  i n o c u l a t i o n  m e t h o d .  
3 . 2 . 2  E x p e r i m e n t  1 :  E f f e c t  o f  c r o w n  w o u n d i n g  o n  i n f e c t i o n  a n d  m o r t a l i t y  
F i f t y  R .  a c r i s  p l a n t s  o f  t h r e e  m o n t h s  a g e  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i A )  w e r e  u s e d  i n  t h i s  
' , "  .-,:~ , " - - ,  . - .  , - . .  ' . " .  
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e x p e r i m e n t .  I n o c u l a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  b y  p l a c i n g  a  s i n g l e  g r a i n  o f  i n o c u l u m  ( 2 - 3  m m  i n  
l e n g t h )  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e  o f  t h e  t h r e e  o l d e s t  ( l o w e r )  l e a v e s  p e r  p l a n t .  
C r o w n s  w e r e  w o u n d e d  a t  t h e  i n o c u l a t i o n  s i t e  t o  t e s t  w h e t h e r  t h e  o u t e r  s u r f a c e  i n h i b i t e d  c r o w n  
i n v a s i o n .  T w e n t y  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  A  f u r t h e r  t w e n t y  p l a n t s  w e r e '  
w o u n d e d  a s  f o l l o w s .  A  s m a l l  i n c i s i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  2  m m  d e e p ,  0 . 5  m m  w i d e  a n d  3  m m  
l o n g )  w a s  m a d e  i n t o  t h e  c r o w n  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e  u s i n g  a  s t e r i l e  s c a l p e l .  I n o c u l u m  w a s  
p l a c e d  d i r e c t l y  a d j a c e n t  t o  t h i s  w o u n d .  A s  a  c o n t r o l  t r e a t m e n t ,  t e n  p l a n t s  w e r e  w o u n d e d  a s  
d e s c r i b e d  a n d  i n o c u l a t e d  w i t h  u n i n f e s t e d ,  s t e r i l e  k i b b l e d  w h e a t .  P l a n t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  
g l a s s h o u s e  f o r  2 1  d a y s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i s e d  b l o c k ,  r e p l i c a t e d  t e n  
t i m e s .  
P l a n t  m o r t a l i t y  w a s  r e c o r d e d  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( D A I )  a n d  t h e  i n c i d e n c e  o f  c r o w n  
i n f e c t i o n  i n  s u r v i v i n g  p l a n t s  d e t e r m i n e d  v i s u a l l y  a f t e r  b i s e c t i n g  t h e  c r o w n s .  T h e  i n c i d e n c e  o f  
c r o w n  i n f e c t i o n  a n d  p l a n t  m o r t a l i t y  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a  c h i - s q u a r e d  t e s t .  
3 . 2 . 3  E x p e r i m e n t  2 :  E f f e c t  o f  p l a n t  s i z e ,  c r o w n  w o u n d i n g ,  a n d  i n o c u l a t i o n  p o s i t i o n  o n  
i n f e c t i o n  a n d  m o r t a l i t y  
R a n u n c u l u s  a c r i s  p l a n t s  o f  t h r e e  s i z e s ,  s m a l l ,  m e d i u m  a n d  l a r g e ,  w e r e  u s e d  i n  t h i s  
e x p e r i m e n t ,  w i t h  4 0  p l a n t s  i n  e a c h  s i z e  c a t e g o r y .  T h e  s m a l l  p l a n t s  w e r e  3  m o n t h s  o l d  a n d  
g r o w n  i n  7 0  m m  d i a m e t e r  p o t s  w h i c h  r e s t r i c t e d  g r o w t h .  M a x i m u m  c r o w n  l e n g t h  a n d  d i a m e t e r  
w a s  1  x  1  c m .  M e d i u m  p l a n t s  w e r e  a l s o  3  m o n t h s  o l d  b u t  g r o w n  i n  1 2 5  m m  d i a m e t e r  p o t s  
w h i c h  a l l o w e d  g r e a t e r  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  f o l i a g e  a n d  c r o w n  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i A ) .  
M a x i m u m  c r o w n  l e n g t h  a n d  d i a m e t e r  w a s  2  x  2  c m .  L a r g e  p l a n t s  w e r e  6  m o n t h s  o l d ,  g r o w n  
i n  1 2 5  m m  d i a m e t e r  p o t s  a n d  h a d  a  d e n s e  r o s e t t e  o f  l e a v e s  a r o u n d  a  l a r g e  c r o w n  ( u p  t o  6  c m  
i n  l e n g t h  a n d  3  c m  d i a m e t e r )  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i i )  w h i c h  o f t e n  p r o t r u d e d  s e v e r a l  c m  a b o v e  
t h e  s o i l  l e v e l .  
I n o c u l a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  b y  p l a c i n g  a  s i n g l e  g r a i n  o f  i n o c u l u m  ( 2 - 3  m m  i n  l e n g t h )  
a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e  o f  e a c h  o f  t h r e e  l e a v e s  p e r  p l a n t .  T e n  p l a n t s  f r o m  
e a c h  s i z e  c a t e g o r y  w e r e  i n o c u l a t e d  e i t h e r  o n  t h e  u p p e r  o r  l o w e r  l e a v e s ,  w i t h  a n d  w i t h o u t  
w o u n d i n g  o f  t h e  i n o c u l a t i o n  s i t e .  T o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  p o s i t i o n  o f  i n o c u l a t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  
I  
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c r o w n  a p e x ,  t h e  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  e i t h e r  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e  o f  t h e  t h r e e  y o u n g e s t  leaves,,~ ,  
a r o u n d  t h e  a p i c a l  r e g i o n  o f  t h e  c r o w n ,  o r  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e  o f  t h e  t h r e e  o l d e s t  l e a v e s ,  a t  t h e  
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b a s e  o f  t h e  c r o w n .  T h e  w o u n d i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 2 .  I n o c u l u m  w a s  
p l a c e d  a d j a c e n t  t o  t h i s  w o u n d .  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  i n c u b a t e d  i n  t h e  g l a s s h o u s e  f o r  2 1  d a y s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  
s p l i t  p l o t  i n c o r p o r a t i n g  p l a n t  s i z e  ( s m a l l ,  m e d i u m ,  l a r g e )  a s  t h e  m a i n  p l o t  t r e a t m e n t  f a c t o r ,  
a n d  w o u n d i n g  ( p l u s ,  m i n u s )  a n d  i n o c u l a t i o n  p o s i t i o n  ( l o w e r ,  u p p e r  l e a v e s )  a s  t h e  s u b - p l o t  
t r e a t m e n t  f a c t o r s .  M a i n  p l o t s  w e r e  a r r a n g e d  i n  a  r a n d o m i s e d  b l o c k  d e s i g n ,  w i t h  t e n  r e p l i c a t e s .  
D i s e a s e  w a s  a s s e s s e d  d a i l y  f o r  t h e  f i r s t  7  d a y s  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  a n d  t h e n  a t  9 ,  1 2 ,  1 4  a n d  2 1  
D A I  u s i n g  t h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x  d e s c r i b e d  b e l o w .  
o  =  N o  d i s e a s e  
1  =  B r o w n ,  w a t e r - s o a k e d  l e s i o n  o n  p e t i o l e  b a s e  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  s i t e  o f  
i n o c u l a t i o n .  
2  =  L e s i o n  c o m p l e t e l y  e n c i r c l i n g  i n f e c t e d  p e t i o l e  b a s e s .  I n f e c t e d  p e t i o l e  l o s i n g  
r i g i d i t y .  
3  =  A s  i n  2  p l u s  s o m e  n e c r o s i s  o f  l e a f  l a m i n a e .  
4  =  N e c r o s i s  a n d  t o t a l  l o s s  o f  r i g i d i t y  o f  a l l  p e t i o l e s .  N e c r o s i s  o n  l e s s  t h a n  5 0 %  o f  l e a f  
l a m i n a e .  
5  =  A s  i n  4  p l u s  n e c r o s i s  o f  o v e r  7 5 %  o f  l e a f  l a m i n a e .  
6  =  E n t i r e  p l a n t  c o l l a p s e d  a n d  w i t h e r e d .  A l l  t i s s u e  c o m p l e t e l y  o r  a l m o s t  c o m p l e t e l y  
n e c r o t i c / c h l o r o t i c .  C r o w n  p o t e n t i a l l y  v i a b l e .  
7  =  P l a n t  d e a d  ( c r o w n  c o m p l e t e l y  r o t t e n ) .  
A t  2 1  D A I  a l l  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  t h e  a r e a  o f  i n f e c t e d  c r o w n  t i s s u e  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  
t o t a l  c r o w n  t i s s u e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  v i s u a l  e x a m i n a t i o n  a f t e r  b i s e c t i n g  t h e  c r o w n s .  T h e  f r e s h  
w e i g h t  o f  e a c h  p l a n t  w a s  r e c o r d e d  a n d  p l a n t s  w e r e  t h e n  d r i e d  i n  a n  o v e n  a t  7 0 ° C  u n t i l  
r e a c h i n g  c o n s t a n t  w e i g h t  a f t e r  4  d a y s .  O v e n  d r y  w e i g h t s  w e r e  r e c o r d e d  a n d  p e r c e n t a g e  d r y  
m a t t e r  ( D M  % )  c a l c u l a t e d .  D i s e a s e  s e v e r i t y ,  c r o w n  i n f e c t i o n ,  a n d  D M  %  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  
a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .  P l a n t  m o r t a l i t y  a t  2 1  D A I  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  a  c h i - s q u a r e d  t e s t .  T h e  
l i n e a r  t r e n d  i n  p l a n t  s i z e  w a s  e x a m i n e d  b y  s p e c i f y i n g  a  l i n e a r  c o n t r a s t  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  
v a r i a n c e ,  a n d  i n  t h e  c h i - s q u a r e d  t e s t .  
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3 . 2 . 4  E x p e r i m e n t  3 :  E f f e c t  o f  c r o w n - o n l y ,  l e a f - o n l y ,  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n s ,  o n  
i n f e c t i o n  a n d  r e g e n e r a t i o n  
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T h e  e x p e r i m e n t  u s e d  e i g h t y  R .  a c r i s  p l a n t s  o f  t h r e e  m o n t h s  a g e  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i A ) .  
I n o c u l u m  ( 1  g  p e r  p l a n t )  w a s  a p p l i e d  u s i n g  a  h a n d  h e l d  s h a k e r  w i t h  n i n e  x  2  m m  d i a m e t e r  
h o l e s  d r i l l e d  i n t o  t h e  l i d .  F o u r  t r e a t m e n t s  w e r e  a p p l i e d  t o  e a c h  o f  t w e n t y  p l a n t s .  F o r  c r o w n -
o n l y  i n o c u l a t i o n ,  i n o c u l u m  w a s  p l a c e d  a r o u n d  t h e  c r o w n ,  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e s .  I n  t h e  
r e m a i n i n g  t r e a t m e n t s ,  a  b r o a d c a s t  i n o c u l a t i o n  m e t h o d  w a s  e m p l o y e d .  F o r  l e a f - o n l y  
i n o c u l a t i o n ,  t h e  c r o w n  w a s  p r o t e c t e d  w i t h  a  c o n e  o f  a l u m i n i u m  f o i l  a n d  i n o c u l u m  s h a k e n  o v e r  
t h e  l e a v e s .  F o r  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  i n o c u l u m  w a s  s h a k e n  o v e r  t h e  e n t i r e  p l a n t .  A s  a  
c o n t r o l  t r e a t m e n t ,  u n i n f e s t e d  s t e r i l e  g r o u n d  k i b b l e d  w h e a t  w a s  s h a k e n  o v e r  t h e  l e a v e s  a n d  
c r o w n  o f  R .  a c r i s .  I n  a l l  t r e a t m e n t s ,  a l u m i n i u m  f o i l  w a s  p l a c e d  a r o u n d  a n d  u n d e r  t h e  p l a n t  t o  
c o l l e c t  i n o c u l u m  w h i c h  d i d  n o t  l a n d  o n  p l a n t  t i s s u e .  T h i s  w a s  r e a p p l i e d  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  
t o t a l  a m o u n t  o f  i n o c u l u m  r e a c h e d  i t s  t a r g e t .  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  i n c u b a t e d  i n  t h e  g l a s s h o u s e  f o r  2 1  d a y s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  
r a n d o m i s e d  b l o c k ,  r e p l i c a t e d  t e n  t i m e s .  D i s e a s e  w a s  a s s e s s e d  d a i l y  u p  t o  7  D A I  a n d  t h e n  a t  
1 1 ,  1 4  a n d  2 1  D A I  u s i n g  t h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x  d e s c r i b e d  b e l o w .  
o  =  N o  d i s e a s e .  
1  =  L e s i o n  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  p i e c e s  o f  i n o c u l u m .  
2  =  L e s i o n s  e n l a r g i n g ,  a f f e c t e d  t i s s u e s  l o s i n g  r i g i d i t y .  
3  =  2 5 - 7 5  %  o f  t i s s u e s  l o s t  r i g i d i t y ,  y o u n g e s t  s h o o t s  v i a b l e .  
4  =  2 5 - 7 5  %  o f  t i s s u e s ,  i n c l u d i n g  y o u n g e s t  s h o o t s ,  n e c r o t i c  a n d  c o l l a p s e d .  
5  =  O v e r  7 5  %  o f  t i s s u e s  n e c r o t i c  a n d  c o l l a p s e d .  
6  =  P l a n t  d e a d .  
A  r e g e n e r a t i o n  i n d e x  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  d i s e a s e  o n  r e g e n e r a t i n g  p l a n t s .  T h i s  i s  d e s c r i b e d  
b e l o w .  
5  =  O r i g i n a l  l e a f  t i s s u e  c o m p l e t e l y  n e c r o t i c ,  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  j u s t  a p p e a r i n g .  
4  =  R e g e n e r a t i v e  l e a v e s  f o r m  2 5  %  o f  a l l  p l a n t  t i s s u e .  
3  =  R e g e n e r a t i v e  l e a v e s  f o r m  2 5 - 5 0  %  o f  a l l  p l a n t  t i s s u e .  
2  =  R e g e n e r a t i v e  l e a v e s  f o r m  5 0 - 7 5  %  o f  a l l  p l a n t  t i s s u e .  
- ' . ' . ' ,  . . . . .  .  
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1  =  R e g e n e r a t i v e  l e a v e s  f o r m  7 5  %  +  o f  a l l  p l a n t  t i s s u e .  
A t  2 1  D A I ,  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  h e a l t h y  l e a v e s  p e r  p l a n t ,  i n c l u d i n g  t h e  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s ,  
w a s  r e c o r d e d  a n d  t h e  a r e a  o f  i n f e c t e d  c r o w n  t i s s u e  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  c r o w n  t i s s u e  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  v i s u a l  e x a m i n a t i o n  a f t e r  b i s e c t i n g  t h e  c r o w n s .  D i s e a s e  s e v e r i t y ,  n u m b e r  o f  
h e a l t h y  l e a v e s  a n d  c r o w n  i n f e c t i o n  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .  
3 . 2 . 5  E x p e r i m e n t  4 :  T h e  e f f e c t  o f  i n d u c e d  s u p p r e s s i o n  o f  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  o n  
i n f e c t i o n  a n d  r e g e n e r a t i o n  
C h l o r s u l f u r o n  w a s  u s e d  t o  s u p p r e s s  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  a s  
i t  d i d  n o t  i n h i b i t  t h e  i n  v i t r o  c o l o n y  g r o w t h  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( A p p e n d i x  I V ) .  R a n u n c u l u s  
a c r i s  p l a n t s  w e r e  f o u r  m o n t h s  o l d .  T w e n t y - f i v e  p l a n t s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  a  s i n g l e  d o s e  o f  
c h l o r s u l f u r o n  ( G l e a n )  a t  0 . 7 5  g  a . i . / h a  ( l / 2 0 t h  o f  t h e  r e c o m m e n d e d  f i e l d  r a t e )  +  0 . 5  m l / l i t r e  o f  
T w e e n  8 0  s u r f a c t a n t .  T h i s  r a t e  w a s  u s e d  a s  p r e v i o u s l y  i t  h a d  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  
g r o w t h  o f ,  b u t  n o t  k i l l ,  R .  a c r i s  ( B o u r d o t ,  p e r s .  c o m m . ) .  T h e  r e m a i n i n g  p l a n t s  w e r e  t r e a t e d  
w i t h  w a t e r  +  s u r f a c t a n t .  T h e  t r e a t m e n t s  w e r e  a p p l i e d  w i t h  a  n i t r o g e n - g a s - p o w e r e d  m o v i n g  
b e l t  s p r a y e r  d e l i v e r i n g  6 0  l i t r e s / h a  a t  2 1 0  k P a  t h r o u g h  a  s i n g l e  8 0 0 2 E  f l a t - f a n  T e e j e t  h y d r a u l i c  
n o z z l e  m o u n t e d  5 0  c m  a b o v e  t h e  p l a n t s .  T h e  p l a n t s  w e r e  p a s s e d  u n d e r  t h e  s t a t i o n a r y  n o z z l e  
i n  s i n g l e  f i l e  a t  1 . 5  m l s e c .  
T h e  p l a n t s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  g l a s s h o u s e  a n d  t h e  l e n g t h  o f  t h e  y o u n g e s t  l e a f  m e a s u r e d  a t  
d a y  0  a n d  a t  t e n  d a y s  a f t e r  s p r a y i n g  ( D A S ) .  T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  t w o  m e a s u r e m e n t s  
w a s  c a l c u l a t e d  t o  g i v e  t o t a l  g r o w t h  d u r i n g  t h e  t e n  d a y  p e r i o d .  T h i s  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  
a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  ( A p p e n d i x  I V ) .  T h e  g r o w t h  o f  t h e  y o u n g e s t  l e a f  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
r e d u c e d  i n  c h l o r s u l f u r o n - t r e a t e d  p l a n t s  ( A p p e n d i x  I V ) .  
P l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  a t  1 0  D A S  b y  p l a c i n g  i n o c u l u m  ( 0 . 5  g / p l a n t )  a r o u n d  t h e  b a s e  o f  
p e t i o l e s  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n .  O f  t h e  2 5  p l a n t s  w i t h i n  e a c h  t r e a t m e n t ,  t w e n t y  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m ,  a n d  f i v e  i n o c u l a t e d  w i t h  s t e r i l e  i n o c u l u m  a s  c o n t r o l  t r e a t m e n t s .  T h e  
e x p e r i m e n t  w a s  i n c u b a t e d  i n  t h e  g l a s s h o u s e  f o r  2 8  d a y s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  
r a n d o m i s e d  b l o c k  w i t h  f i v e  r e p l i c a t e s .  D i s e a s e  w a s  a s s e s s e d  d a i l y  u p  t o  7  D A I ,  a n d  t h e n  a t  
1 1 ,  1 4 ,  1 9 ,  2 1 ,  2 5  a n d  2 8  D A I  u s i n g  t h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 3 .  T h e  
r e g e n e r a t i o n  i n d e x  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 4  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  d i s e a s e  o n  r e g e n e r a t i n g  
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p l a n t s .  A t  2 8  D A I ,  t h e  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  w a s  r e c o r d e d ,  a n d  t h e  a r e a  o f  i n f e c t e d  
c r o w n  t i s s u e  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  c r o w n  t i s s u e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  v i s u a l  e x a m i n a t i o n  a f t e r  
b i s e c t i n g  t h e  c r o w n s .  D i s e a s e  s e v e r i t y ,  r e g e n e r a t i o n ,  a n d  c r o w n  i n f e c t i o n  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  
a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .  S i n c e  t h e  n u m b e r  o f  p l a n t s  i n  t h e  i n o c u l a t e d  a n d  t h e  c o n t r o l  t r e a t m e n t s  
d i f f e r e d ,  s e p a r a t e  L S D ' s  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  i n o c u l a t e d  t r e a t m e n t s ,  a n d  
b e t w e e n  i n o c u l a t e d  a n d  c o n t r o l  t r e a t m e n t s .  
3 . 2 . 6  E x p e r i m e n t  5 :  C r o w n  a n a t o m y  a n d  h i s t o p a t h o l o g y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  
F i f t y  R .  a c r i s  p l a n t s  o f  f o u r  m o n t h s  a g e  w e r e  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t .  I n o c u l u m  ( 1  g  p e r  
p l a n t )  w a s  p l a c e d  a t  t h e  p e t i o l e  b a s e s  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n  o f  e a c h  p l a n t .  P l a n t s  w e r e  t h e n  
i n c u b a t e d  i n  t h e  g l a s s h o u s e  f o r  2 1  d a y s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i s e d  b l o c k ,  
r e p l i c a t e d  f i v e  t i m e s .  
T e n  h a r v e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  a s  f o l l o w s .  A t  3  D A I ,  a n d  t h e n  
e v e r y  s e c o n d  d a y  u n t i l  2 1  D A I ,  o n e  p l a n t  w a s  r a n d o m l y  s e l e c t e d  f r o m  e a c h  b l o c k ,  t h e  l e a v e s  
a n d  r o o t s  r e m o v e d ,  a n d  t h e  c r o w n  d i s s e c t e d  l o n g i t u d i n a l l y  a n d  t r a n s v e r s e l y .  C r o w n  p i e c e s  
w e r e  f i x e d  u n d e r  v a c u u m  f o r  2 4  h o u r s  i n  F A A  ( 9 0  m l ,  7 0  %  a l c o h o l ;  5  m I ,  g l a c i a l  a c e t i c  
a c i d ;  5  m I ,  f o r m a l i n ) ,  w a s h e d  i n  t w o  c h a n g e s  o f  5 0  %  a l c o h o l ,  d e h y d r a t e d  o v e r n i g h t  
( S h a n n o n  C i t a d e l  1 0 0 0  p r o c e s s o r )  i n  t h r e e  c h a n g e s  o f  7 0  %  a l c o h o l ,  f o u r  c h a n g e s  o f  1 0 0  %  
a l c o h o l  a n d  t w o  c h a n g e s  o f  t o l u l o l ,  a n d  e m b e d d e d  i n  w a x  ( P a r a p l a s t ) .  L o n g i t u d i n a l  a n d  
t r a n s v e r s e  s e c t i o n s  ( 4  / l m  t h i c k )  w e r e  s t a i n e d  w i t h  t h i o n i n  a n d  o r a n g e  G  ( S t o u g h t o n ,  1 9 3 0 ) .  
T h i s  s t a i n e d  f u n g a l  h y p h a e  v i o l e t - p u r p l e ,  c e l l u l o s e  w a l l s  y e l l o w ,  l i g n i f i e d  t i s s u e  b l u e ,  
a m y l o p l a s t s  p u r p l e ,  a n d  m e r i s t e m a t i c  c e l l s  d e e p  p u r p l e .  S e c t i o n s  w e r e  e x a m i n e d  b y  l i g h t  
m i c r o s c o p y .  P h o t o  m i c r o g r a p h y  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  a n  O l y m p u s  O M 2  c a m e r a  f i t t e d  o n t o  a n  
O l y m p u s  B H 2  c o m p o u n d  m i c r o s c o p e ,  u s i n g  K o d a k  G o l d  1 0 0  A S A  f i l m .  F i v e  n o n - i n o c u l a t e d  
c r o w n s  w e r e  a l s o  p r e p a r e d  f o r  a n a t o m i c a l  s t u d i e s .  
3 . 2 . 7  E x p e r i m e n t  6 :  E f f e c t  o f  w o u n d i n g  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  
T w e n t y - s i x  R .  a c r i s  p l a n t s  o f  s i x  m o n t h s  a g e  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i i )  w e r e  u s e d  i n  t h i s  
e x p e r i m e n t .  F o u r  t o  f i v e  l e a v e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  e a c h  p l a n t  t o  e x p o s e  a  s e c t i o n  o f  t h e  
c r o w n  s u r f a c e  f o r  i n o c u l a t i o n .  I n o c u l u m  c o n s i s t e d  o f  3  m m  d i a m e t e r  d i s k s  o f  m y c e l i a l  
i n f e s t e d  P D A ,  r e m o v e d  u s i n g  a  c o r k  b o r e r  f r o m  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  t h r e e  d a y  o l d  c o l o n i e s  
o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e  S 1 3  w h i c h  h a d  b e e n  i n c u b a t e d  a t  2 5 ° C  w i t h  a  1 2  h  p h o t o p e r i o d  o f  
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n e a r - U V  a n d  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t .  I n o c u l u m  d i s k s  w e r e  d i p p e d  i n  0 . 3  %  w a t e r  a g a r  
b e f o r e  i n o c u l a t i o n  t o  a i d  a d h e r e n c e .  
T h e  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t s  w e r e  e a c h  a p p l i e d  t o  e i g h t  p l a n t s .  
1 .  F o r  t h e  n o n - w o u n d e d  t r e a t m e n t ,  i n o c u l u m  w a s  p l a c e d  o n t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c r o w n .  
2 .  F o r  t h e  s u r f a c e  w o u n d e d  t r e a t m e n t ,  a  3  m m  d i a m e t e r  s t e r i l e  c o r k  b o r e r  w a s  u s e d  t o  m a r k  
t h e  c r o w n ,  a n d  t h e  e x t e r n a l  l a y e r  o f  t i s s u e  w i t h i n  t h i s  a r e a  r e m o v e d  b y  g e n t l y  s c r a p i n g  t h e  
s u r f a c e  w i t h  a  s t e r i l e  s c a l p e l .  I n o c u l u m  w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h i s  w o u n d .  
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3 .  F o r  t h e  v a s c u l a r - w o u n d e d  t r e a t m e n t ,  c r o w n  t i s s u e  ( 3  m m  d i a m e t e r  a n d  2  m m  d e p t h  w h i c h  
e n s u r e d  t h a t  t h e  w o u n d  w a s  d e e p e r  t h a n  t h e  r i n g  o f  v a s c u l a r  t i s s u e )  w a s  r e m o v e d  u s i n g  t h e  
c o r k  b o r e r ,  a n d  t h e  i n o c u l u m  p l a c e d  i n s i d e  t h e  w o u n d .  T h i s  t r e a t m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  t e s t  
w h e t h e r  v a s c u l a r  t i s s u e  p r e s e n t e d  a  b a r r i e r  t o  i n f e c t i o n .  
4 .  A s  a  c o n t r o l ,  s u r f a c e  w o u n d e d  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  d i s k s  o f  u n i n f e s t e d  P D A .  
A f t e r  i n o c u l a t i o n ,  p l a n t s  w e r e  p l a c e d  i n s i d e  p l a s t i c  b a g s  w h i c h  h a d  b e e n  p r e - m o i s t e n e d  o n  t h e  
i n s i d e ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 1  d a y s  i n  a  g r o w t h  c a b i n e t  w i t h  1 6  h  o f  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t  
a t  a  p h o t o n  f l u x  d e n s i t y  o f  2 2 1  J 1 M  m  · 2  S · I ,  a n d  d a y / n i g h t  t e m p e r a t u r e s  o f  2 2  D C  a n d  1 5  D C  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  b a g s  r e m a i n e d  o n  t h e  p l a n t s  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  t o  p r o v i d e  
h i g h  h u m i d i t y  a s  p l a n t s  t e n d e d  t o  d r y  o u t  q u i c k l y  u n d e r  g r o w t h  c a b i n e t  c o n d i t i o n s .  P l a n t s  
w e r e  m i s t e d  w i t h  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  r e g u l a r l y  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  t o  m a i n t a i n  h u m i d i t y .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i s e d  b l o c k  w i t h  e i g h t  r e p l i c a t e s .  
A t  7  a n d  2 1  D A I ,  f o u r  p l a n t s  w i t h i n  e a c h  t r e a t m e n t  w e r e  s e l e c t e d  a t  r a n d o m .  T h e  c r o w n s  
w e r e  s e c t i o n e d  l o n g i t u d i n a l l y  t h r o u g h  t h e  i n o c u l a t e d  r e g i o n  a n d  t h e  s e v e r i t y  o f  i n f e c t i o n  
a s s e s s e d  u s i n g  t h e  i n d e x  d e s c r i b e d  b e l o w .  
o  =  N o  i n f e c t i o n  
1  =  I n f e c t i o n  o f  t i s s u e  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  i n o c u l u m  d i s k .  N o  p e n e t r a t i o n  o f  
v a s c u l a r  l a y e r .  
.  . , .  .  
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2  =  I n f e c t i o n  s p r e a d i n g  t h r o u g h  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x .  N o  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  v a s c u l a r  
l a y e r .  
3  =  I n f e c t i o n  p e n e t r a t e d  v a s c u l a r  l a y e r  a n d  b e g i n n i n g  t o  s p r e a d  t h r o u g h  t h e  i n n e r  
c o r t e x .  
4  =  2 5 - 9 0  %  c r o w n  i n f e c t i o n .  
5  =  O v e r  9 0  %  c r o w n  i n f e c t i o n .  
C r o w n  i n f e c t i o n  a t  7  D A I  a n d  2 1  D A I ,  a n d  t h e  a v e r a g e  o v e r  b o t h  h a r v e s t s ,  w e r e  a n a l y s e d  
u s i n g  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .  T h e  c r o w n  s e c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  l i g h t  m i c r o s c o p y  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 6 .  
3 . 2 . 8  E x p e r i m e n t  7 :  E f f e c t  o f  w o u n d i n g  s e v e r i t y  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  
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S i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i i ) .  
I n o c u l u m  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 7 .  P l a n t s  h a d  a l l  l e a v e s  e x c e p t  t h e  
y o u n g e s t  r e m o v e d  t o  e x p o s e  t h e  c r o w n s .  T h e  p l a n t s  w e r e  b l o c k e d  a c c o r d i n g  t o  c r o w n  s i z e ,  
a n d  t h e  f o l l o w i n g  e i g h t  t r e a t m e n t s  a p p l i e d  t o  t h e  c r o w n s  o f  e a c h  o f  s i x  p l a n t s .  T h e  t r e a t m e n t s  
w e r e  d e s i g n e d  t o  t e s t  t h e  r e l a t i v e  r e s i s t a n c e  o f  v a s c u l a r  a n d  c o r t i c a l  t i s s u e s .  
A :  N o  w o u n d  +  i n o c u l a t i o n  o n t o  o u t e r  s u r f a c e .  
B :  W o u n d  t o  3  m m  d e p t h  u s i n g  a  3  m m  d i a m e t e r  c o r k  b o r e r  +  i n o c u l a t i o n  i n t o  w o u n d .  
C :  W o u n d  t o  i n n e r  c o r t e x  u s i n g  a  3  m m  d i a m e t e r  c o r k  b o r e r  +  i n o c u l a t i o n  i n t o  w o u n d .  
D :  C r o w n s  r e d u c e d  t o  a  c e n t r a l  1 0  m m  d i a m e t e r  p l u g  o f  c o r t i c a l  t i s s u e ,  c u t  u s i n g  a  c o r k  
b o r e r ,  r e t a i n i n g  a p e x  a n d  r o o t  s y s t e m  +  i n o c u l a t i o n  o n t o  s i d e  o f  p l u g .  
E :  A s  i n  D  b u t  a p e x  e x c i s e d .  
F :  A s  i n  D  b u t  r o o t s  e x c i s e d .  
G :  A s  i n  D  b u t  r o o t s  a n d  a p e x  e x c i s e d .  
H :  A s  i n  G  +  i n o c u l a t i o n  w i t h  n o n - i n f e s t e d  a g a r  p l u g  a s  c o n t r o l .  
T o  m i n i m i s e  r i s k  o f  c o n t a m i n a t i o n ,  a  l a y e r  o f  p l a s t i c  f i l m  w a s  p l a c e d  a c r o s s  t h e  s o i l  s u r f a c e  
a r o u n d  e a c h  c r o w n ,  a n d  a  s t e r i l e  c o r k  b o r e r  a n d  s c a l p e l  u s e d  f o r  w o u n d i n g  a n d  i n o c u l a t i n g .  I n  
T r e a t m e n t s  B a n d  C ,  t h e  i n o c u l u m  p l u g  w a s  p u s h e d  i n t o  p o s i t i o n  t h r o u g h  a  s t e r i l e  c o r k  b o r e r  
t o  p r e v e n t  m y c e l i a l  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  o u t e r  c o r t e x .  T h e  p l u g s  o f  c o r t i c a l  t i s s u e  i n  
T r e a t m e n t s  F ,  G  a n d  H  w e r e  s u p p o r t e d  i n  a n  u p r i g h t  p o s i t i o n  a b o v e  t h e  l a y e r  o f  p l a s t i c  f i l m  
.  , .  _ . , : - , ; . ,  
u s i n g  a  w i r e  l o o p  a t t a c h e d  t o  a  w o o d e n  p e g  a t  t h e  s i d e  o f  t h e  p o t .  T h i s  w a s  d o n e  t o  e n s u r e  
t h a t  a l l  t r e a t m e n t s  w e r e  i n c u b a t e d  s i m i l a r l y .  
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A f t e r  i n o c u l a t i o n ,  p l a n t s  w e r e  p l a c e d  i n s i d e  p r e - m o i s t e n e d  p l a s t i c  b a g s ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 1  
d a y s  i n  a  g r o w t h  c h a m b e r  w i t h  1 6  h  o f  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t  a t  a  p h o t o n  f l u x  d e n s i t y  o f  
2 2 1  ~ m -
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S - l ,  a n d  d a y / n i g h t  t e m p e r a t u r e s  o f  2 2  D C  a n d  1 5  D C  r e s p e c t i v e l y .  A l l  t r e a t m e n t s  
w e r e  m i s t e d  t w i c e  d a i l y  f o r  t h e  f i r s t  t h r e e  d a y s  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  a n d  t h e n  d a i l y  u n t i l  2 1  
D A r ,  w h e n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c r o w n  t i s s u e  t h a t  h a d  r o t t e d  w a s  a s s e s s e d  v i s u a l l y .  T h e  
e x p e r i m e n t  w a s  h a r v e s t e d  a t  2 1  D A I  t o  b e  s u r e  t h a t  i n f e c t i o n  h a d  r e a c h e d  m a x i m u m  s e v e r i t y  
i n  a l l  t r e a t m e n t s .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i s e d  b l o c k  w i t h  s i x  r e p l i c a t e s .  T h e  m e a n  p e r c e n t a g e  o f  
r o t t e d  c r o w n  t i s s u e s  a t  2 1  D A I  w a s  d e t e r m i n e d ,  a n d  t h e  9 5  %  c o n f i d e n c e  l i m i t s  o f  t h e  m e a n s  
w e r e  c a l c u l a t e d .  
3 . 2 . 9  E x p e r i m e n t  8 :  I n f e c t i o n  i n  f l o w e r i n g  p l a n t s  
S i x  m o n t h  o l d  R .  a c r i s  p l a n t s  w e r e  t r a n s p l a n t e d  i n t o  2 0  l i t r e  c a p a c i t y  g r o w t h  b a g s  a n d  
t r a n s f e r r e d  t o  a n  a r e a  p r o t e c t e d  b y  s h a d e  c l o t h  f o r  a  f u r t h e r  t w e l v e  m o n t h s .  T h e  e x p e r i m e n t  
w a s  c a r r i e d  o u t  i n  N o v e m b e r  w h e n  a l l  p l a n t s  w e r e  e i g h t e e n  m o n t h s  o l d  a n d  a t  t h e  p e a k  o f  
f l o w e r i n g .  T w e l v e  f l o w e r i n g  s t e m s  o n  e a c h  p l a n t  w e r e  i n o c u l a t e d  ( 1 . 5  g  t o t a l  i n o c u l u m  p e r  
p l a n t ) .  T h e  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t s  w e r e  a p p l i e d  t o  e a c h  o f  f o u r  p l a n t s .  
1 .  I n o c u l u m  w a s  p l a c e d  a r o u n d  t h e  s t e m  b a s e s ,  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n .  
2 .  I n o c u l u m  w a s  p l a c e d  a t  a l l  t h e  p e t i o l e  j u n c t i o n s  o n  t h e  f l o w e r i n g  s t e m s ,  b u t  n o t  a t  t h e  s t e m  
b a s e s .  
3 .  F l o w e r i n g  s t e m s  w e r e  c u t  a t  t h e  f i r s t  n o d e .  I n o c u l u m  w a s  p l a c e d  o n  t h e  c u t  e n d s  ( f o r  t h i s  
t r e a t m e n t ,  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 - 1  g  p e r  p l a n t  o f  i n o c u l u m  w a s  u s e d ) .  
A s  a  c o n t r o l ,  t w o  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  u n i n f e s t e d ,  s t e r i l e  k i b b l e d  w h e a t .  T h e  
e x p e r i m e n t  w a s  i n c u b a t e d  i n  t h e  g l a s s h o u s e  f o r  2 1  d a y s .  T h e  g l a s s h o u s e  w a s  a i r - c o n d i t i o n e d  
t o  m a i n t a i n  a  t e m p e r a t u r e  b e l o w  2 5  D C  a n d  h a d  n o  s u p p l e m e n t a r y  l i g h t i n g  a s  t h e  e x p e r i m e n t  
' , ' , - : ' , '  . . . .  - . -
, .  
f · · · · - · .  
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w a s  c o n d u c t e d  i n  m i d - s u m m e r .  M i s t i n g  w a s  p r o v i d e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 1 .  T h e  
.  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i s e d  b l o c k  r e p l i c a t e d  f o u r  t i m e s .  
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A t  7 ,  1 4  a n d  2 1  D A I ,  t h r e e  f l o w e r i n g  s t e m s  p e r  p l a n t  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  a n d  c u t  t o  1  c m  
a b o v e  t h e  c r o w n .  T h e  c r o w n / s t e m  s e c t i o n s  w e r e  w a s h e d ,  b i s e c t e d  l o n g i t u d i n a l l y  t h r o u g h  t h e  
c e n t r e ,  a n d  d i s e a s e  a s s e s s e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  d i s e a s e  s e v e r i t y  i n d e x .  
o  =  N o  d i s e a s e .  
1  =  I n f e c t i o n  o f  t h e  s t e m  b a s e ,  n o  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  c r o w n .  
2  =  A s  i n  1  b u t  i n f e c t i o n  j u s t  p e n e t r a t e d  t h e  o u t e r  c r o w n .  
3  =  I n f e c t i o n  p e n e t r a t e d  t h e  v a s c u l a r  l a y e r  o f  t h e  c r o w n ;  u p  t o  2 0  %  c r o w n  t i s s u e  
n e c r o t i c .  
4  =  2 0 - 5 0  %  c r o w n  i n f e c t i o n .  
5  =  5 0 : - 9 0  %  c r o w n  i n f e c t i o n .  
6  =  9 0 - 1 0 0  %  c r o w n  i n f e c t i o n .  
M e a n  c r o w n  i n f e c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  a t  7 ,  1 4  a n d  2 1  D A I ,  a n d  c r o w n  i n f e c t i o n  w a s  
a v e r a g e d  a c r o s s  t h e  t h r e e  h a r v e s t s .  T h e  9 5  %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  o f  t h e  m e a n s  w e r e  
c a l c u l a t e d .  I n f e c t e d  c r o w n / s t e m  s e c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  l i g h t  m i c r o s c o p y  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  3 . 2 . 6 .  N o n - i n o c u l a t e d  c r o w n s  f r o m  c o n t r o l  p l a n t s  w e r e  a l s o  p r e p a r e d  f o r  a n a t o m i c a l  
s t u d i e s .  
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3 . 3  R E S U L T S  
A  d e f i n i t i o n  o f  t h e  t e r m s  u s e d  t o  d e s c r i b e  r e g e n e r a t i o n  i n  R .  a c r i s  i s  g i v e n  i n  A p p e n d i x  1 .  
3 . 3 . 1  E x p e r i m e n t  1 :  E f f e c t  o f  c r o w n  w o u n d i n g  o n  i n f e c t i o n  a n d  m o r t a l i t y  
W o u n d i n g  a t  t h e  i n o c u l a t i o n  s i t e  i n c r e a s e d  ( P < O . O l )  t h e  i n c i d e n c e  o f  c r o w n  i n f e c t i o n ,  b u t  d i d  
n o t  i n c r e a s e  p l a n t  m o r t a l i t y  o f  R .  a c r i s  2 1  D A I  ( T a b l e  3 . 1 ) .  C o n t r o l  p l a n t s  d i d  n o t  b e c o m e  
i n f e c t e d  a n d  t h i s  t r e a t m e n t  w a s  e x c l u d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s .  I n  b o t h  t h e  w o u n d i n g  a n d  n o n -
w o u n d i n g  t r e a t m e n t s ,  d i s s e c t i o n  o f  s u r v i v i n g  p l a n t s  2 1  D A I ,  r e v e a l e d  t h a t  i n f e c t i o n  w a s  
c o n f i n e d  t o  t h e  r o o t  s y s t e m s ,  w h i c h  w e r e  o f t e n  e x t e n s i v e l y  d a m a g e d ,  a n d  t o  t h e  b a s a l  p o r t i o n  
o f  t h e  c r o w n  ( P l a t e  I B ) .  T h e  a p e x  g e n e r a l l y  r e m a i n e d  i n t a c t  a n d  l e a f  p r o d u c t i o n  c o n t i n u e d ,  
e n a b l i n g  t h e  m a j o r i t y  o f  p l a n t s  t o  r e c o v e r .  
T a b l e  3 . 1 :  E f f e c t  o f  c r o w n  w o u n d i n g  o n  a )  c r o w n  i n f e c t i o n  a n d  b )  p l a n t  m o r t a l i t y  i n  R .  a c r i s  
2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
- w o u n d  +  w o u n d  
a )  C r o w n  i n f e c t i o n  
- c r o w n  i n f e c t i o n  
+  c r o w n  i n f e c t i o n  
b )  P l a n t  m o r t a l i t y  
1 9  
1  
s u r v i v i n g  p l a n t s  1 9  
d e a d  p l a n t s  1  
* *  =  s I g m f I c a n t  a t  p < O . 0 1  
N S  =  n o t  s i g n i f i c a n t  
1 1  
9  
1 5  
5  
,  ,  ' ; ' - '  
- ' , ' ,  
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Plate 1: 
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Bisected three month old crowns of R. acris. 
(A). Healthy crown . 
(B). Infection of the root system and lower crown 21 days after inoculation at th~ 
lower leaves with S. sclerotiorum. 
3 . 3 . 2  E x p e r i m e n t  2 :  E f f e c t  o f  p l a n t  s i z e ,  c r o w n  w o u n d i n g ,  a n d  i n o c u l a t i o n  p o s i t i o n  o n  
i n f e c t i o n  a n d  m o r t a l i t y  
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I n  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t s ,  p l a n t s  d i e d  w i t h i n  2 1  D A I .  I n  t h e  l e a s t  e f f e c t i v e  t r e a t m e n t s ,  
p l a n t s  w e r e  a b l e  t o  r e c o v e r  f r o m  i n f e c t i o n  b y  p r o d u c i n g  n e w  l e a v e s  f r o m  t h e  a p i c a l  r e g i o n  o f  
t h e  c r o w n  ( P l a t e  2 A ) ,  a n d  f r o m  s h o o t s  w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  a s s o c i a t e d  w i t h  
i n f e c t e d  l e a v e s  ( P l a t e  2 B ) .  D i s e a s e  s e v e r i t y  a t  2 1  D A I ,  a n d  d i s e a s e  s e v e r i t y  a v e r a g e d  o v e r  a l l  
o b s e r v a t i o n s ,  w e r e  a n a l y s e d .  B o t h  a s s e s s m e n t s  g a v e  c o m p a r a b l e  r e s u l t s  ( T a b l e s  3 . 2 ,  3 . 3 ) .  
L a r g e  p l a n t s  h a d  l o w e r  ( P < O . 0 5 )  d i s e a s e  s e v e r i t y ,  p e r c e n t a g e  c r o w n  r o t ,  D M  %  a n d  m o r t a l i t y  
t h a n  s m a l l  p l a n t s  ( T a b l e  3 . 2 a ) .  A l t h o u g h  n o  d i f f e r e n c e s  o c c u r r e d  b e t w e e n  m e d i u m  a n d  l a r g e  
p l a n t s  i n  a n y  o f  t h e  v a r i a b l e s ,  t h e r e  w a s  a  l i n e a r  t r e n d  w i t h  i n c r e a s i n g  p l a n t  s i z e  ( T a b l e  3 . 2 a ) .  
W o u n d i n g  a t  t h e  s i t e  o f  i n o c u l a t i o n  d i d  n o t  i n c r e a s e  i n f e c t i o n  ( T a b l e  3 . 2 b ) .  P o s i t i o n i n g  t h e  
i n o c u l u m  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  u p p e r  l e a v e s  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  ( P < O . O l )  v a l u e s  f o r  a l l  f o u r  
v a r i a b l e s  t h a n  p o s i t i o n i n g  i t  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  l o w e r  l e a v e s  ( T a b l e  3 . 2 c ) .  T h e  o n l y  s i g n i f i c a n t  
i n t e r a c t i o n s  w e r e  t h o s e  b e t w e e n  p l a n t  s i z e  a n d  p o s i t i o n  o f  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  3 . 3 ) .  
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T a b l e  3 . 2 :  M a i n  e f f e c t s  o f  a )  p l a n t  s i z e ,  b )  w o u n d i n g ,  a n d  c )  i n o c u l a t i o n  p o s i t i o n  o n  i n f e c t i o n  
o f  R .  a c r i s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
D i s e a s e  s e v e r i t y a  
a )  P l a n t  s i z e  
S m a l l  
5 . 0  ( 3 . 3 )  
M e d i u m  4 . 5  ( 2 . 9 )  
L a r g e  4 . 4  ( 2 . 7 )  
L S D  ( P < O . 0 5 )  
0 . 4  ( 0 . 2 )  
S i g n i f i c a n c e  
*  ( * )  
b )  W o u n d i n g  
- w o u n d  
4 . 5  ( 2 . 9 )  
+  w o u n d  
4 . 8  ( 3 . 0 )  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
0 . 3  ( 0 . 1 )  
S i g n i f i c a n c e  
.  N S  ( N S )  
c )  P o s i t i o n  o f  
i n o c u l a t i o n  
U p p e r  l e a v e s  
5 . 7  ( 3 . 4 )  
L o w e r  l e a v e s  
3 . 6  ( 2 . 5 )  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
0 . 3  ( 0 . 1 )  
S i g n i f i c a n c e  
* *  ( * * )  
%  o f  c r o w n  
r o t t e d  
5 6 . 7  
4 2 . 4  
3 3 . 1  
1 9 . 3  
*  
3 8 . 6  
4 9 . 6  
1 1 . 4  
N S  
7 0 . 2  
1 8 . 0  
1 1 . 4  
* *  
P l a n t  D M  %  
3 9 . 9  
3 4 . 4  
2 9 . 5  
5 . 2  
*  
3 3 . 8  
3 5 . 5  
3 . 1  
N S  
4 0 . 8  
2 8 . 4  
3 . 1  
* *  
a  D a t a  m  b r a c k e t s  m d I c a t e s  d I s e a s e  s e v e n t y  a v e r a g e d  o v e r  a l l  o b s e r v a t I o n s .  
M o r t a l i t y b  
1 7  
1 2  
7  
*  
1 4  
2 2  
N S  
3 3  
3  
* *  
b  D a t a  i n d i c a t e s  p l a n t s  d e a d  o u t  o f  4 0  i n  a ) ,  a n d  o u t  o f  6 0  i n  b )  a n d  c ) .  C o m p a r i s o n s  w e r e  
m a d e  u s i n g  c h i - s q u a r e d  t e s t s .  
I n  t h i s  a n d  T a b l e  3 . 3 ;  
*  =  s i g n i f i c a n t  a t  P < 0 . 0 5  
* *  =  s i g n i f i c a n t  a t  P < O . 0 1  
N S  =  n o t  s i g n i f i c a n t  
" - . .  '  ~ 
. - ~ - - . .  
' - ' . - .  ~-.-
.  - , -
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T a b l e  3 . 3 :  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p l a n t  s i z e  a n d  p o s i t i o n  o f  i n o c u l a t i o n  o n  i n f e c t i o n  o f  R .  a c r i s  
2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
U p p e r  l e a v e s  i n o c u l a t e d  
S m a l l  p l a n t s  
M e d i u m  p l a n t s  
L a r g e  p l a n t s  
L o w e r  l e a v e s  i n o c u l a t e d  
S m a l l  p l a n t s  
M e d i u m  p l a n t s  
L a r g e  p l a n t s  
S i g n i f i c a n c e  o f  l i n e a r  
D i s e a s e  
s e v e r i t y B  
6 . 0  ( 3 . 8 )  
5 . 9  ( 3 . 4 )  
5 . 4  ( 3 . 0 )  
4 . 2  ( 2 . 7 )  
3 . 2  ( 2 . 3 )  
3 . 5  ( 2 . 4 )  
%  o f  c r o w n  
r o t t e d  
8 5 . 5  
7 7 . 5  
4 7 . 5  
2 8 . 0  
7 . 3  
1 8 . 7  
P l a n t  D M  %  
4 8 . 0  
4 4 . 6  
2 9 . 9  
3 1 . 8  
2 4 . 3  
2 9 . 2  
t r e n d s  N S  ( * * )  *  * *  
a  D a t a  i n  b r a c k e t s  m d i c a t e s  d I s e a s e  s e v e n t y  a v e r a g e d  o v e r  a l l  o b s e r v a t I O n s .  
b  D a t a  i n d i c a t e s  p l a n t s  d e a d  o u t  o f  2 0 .  
M o r t a l i t y b  
1 5  
1 2  
6  
2  
o  
1  
N S  
I ·  
I  
.  ~ . .  ' - . .  -
. .  - ' . ' , .  
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Plate 2: 
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Regeneration of three month old plants of R. acris 21 days after inoculation with S. 
sclerotiorum. 
(A). Regenerative leaves produced from the crown apex (arrow) . 
(B) . Regenerative shoots produced from axillary buds. 
3 . 3 . 3  E x p e r i m e n t  3 :  E f f e c t  o f  c r o w n - o n l y ,  l e a f - o n l y ,  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n s ,  o n  
i n f e c t i o n  a n d  r e g e n e r a t i o n  
C r o w n - o n l y  i n o c u l a t i o n  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  ( P < O . O l )  d i s e a s e  s e v e r i t y  a n d  f e w e r  ( P < O . O I )  
h e a l t h y  l e a v e s  2 1  D A I  t h a n  b o t h  l e a f - o n l y  i n o c u l a t i o n ,  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  a n d  
g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 )  p e r c e n t a g e  c r o w n  r o t  t h a n  l e a f - o n l y  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  3 . 4 ) .  T h e r e  w e r e  n o  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  l e a f - o n l y  i n o c u l a t i o n  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  3 . 4 ) .  
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I n  c r o w n - o n l y  i n o c u l a t e d  p l a n t s ,  l e s i o n s  r a p i d l y  e n c i r c l e d  p e t i o l e  b a s e s  c a u s i n g  l o s s  o f  r i g i d i t y  
b y  3 - 4  D A I ,  a n d  c o m p l e t e  c o l l a p s e  o f  a l l  p e t i o l e s  b y  1 4  D A I .  V a s c u l a r  s t r a n d s  o f t e n  r e m a i n e d  
i n t a c t  ( P l a t e  3 A )  a n d  t h e  l e a f  l a m i n a e  r e m a i n e d  t u r g i d  a f t e r  c o l l a p s e  o f  t h e  p e t i o l e  b a s e s  
( P l a t e  3 B ) .  R e g e n e r a t i n g  l e a v e s  f i r s t  a p p e a r e d  i n  t h i s  t r e a t m e n t  a t  1 4  D A I .  B y  2 1  D A I ,  o n e  
c r o w n - o n l y  i n o c u l a t e d  p l a n t  h a d  d i e d ,  a n d  f i f t e e n  p l a n t s  w e r e  r e g e n e r a t i n g  f r o m  t h e  a p e x  i f  
i n t a c t ,  o r  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  r e m a i n i n g  c r o w n  t i s s u e s  i f  t h e  a p e x  h a d  b e e n  r o t t e d  ( P l a t e  
4 A ) .  M a n y  r e g e n e r a t i v e  s h o o t s  w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  h a d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
i n d e p e n d e n t  p l a n t l e t s ,  a n d  w e r e  b e g i n n i n g  t o  d e v e l o p  i n d e p e n d e n t  c r o w n  a n d  r o o t  s y s t e m s  
( P l a t e s  4 A ,  4 B ) .  
L e s i o n  d e v e l o p m e n t  a f t e r  l e a f - o n l y  i n o c u l a t i o n ,  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  w a s  g e n e r a l l y  
r e s t r i c t e d  t o  t h e  l e a f  l a m i n a e  a n d  p e t i o l e s .  I n  t h e s e  t r e a t m e n t s ,  i n f e c t i o n  r a r e l y  s p r e a d  d o w n  
t h r o u g h  t h e  p l a n t  t o  i n f e c t  t h e  c r o w n  b u d s .  I n  t h e  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  l e s i o n s  d e v e l o p e d  
a r o u n d  p e t i o l e  b a s e s  a s  a  r e s u l t  o f  i n o c u l u m  f a l l i n g  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n ,  b u t  t h e  a p i c a l  
r e g i o n  d i d  n o t  b e c o m e  i n f e c t e d .  B y  7  D A I  a l l  p l a n t s  g i v e n  t h e  l e a f - o n l y ,  a n d  w h o l e  p l a n t  
i n o c u l a t i o n s ,  w e r e  g r o w i n g  a w a y  f r o m  i n f e c t i o n  b y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  l e a v e s  a t  t h e  
a p e x .  
T a b l e  3 . 4 :  E f f e c t  o f  c r o w n - o n l y ,  l e a f - o n l y ,  a n d  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  o n  i n f e c t i o n  o f  R .  
a c r i s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
I n o c u l a t i o n  
D i s e a s e  s e v e r i t y  
N o .  o f  h e a l t h y  l e a v e s  
%  o f  c r o w n  
r o t t e d  
C r o w n - o n l y  2 . 8 2  3 . 7  1 1 . 5  
L e a f - o n l y  1 . 8 9  
5 . 8  0 . 5  
W h o l e  p l a n t  1 . 9 6  
5 . 9  3 . 5  
C o n t r o l  0 . 0 0  
1 9 . 1  0 . 0  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
0 . 1 5  1 . 6  8 . 6  
L S D  ( P < O . O l )  
0 . 1 9  2 . 0  1 1 . 1  
!  .  
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Plate 3: 
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Three month old plants of R. acris 14 days after inoculation with S. sclerotiorum at 
the crown. 
(A). Rotting of petiole bases with exposure of intact vascular strands. 
(B). View of the whole plant showing healthy appearance of leaf laminae. 
Plate 4: Regeneration of three month old plants of R. acris 21 days after inoculation with 
S. sclerotiorum at the crown. 
(A). Two plantlets (arrows) growing from axillary buds after extensive rotting of 
the crown and crown apex. 
(B). Various stages of regeneration. All except (iv) show regenerative shoots 
produced from axillary buds after extensive crown rot. (iv) illustrates regrowth 
from the apex, but extensive damage to the root system. 
Plate 4 
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I n o c u l a t e d  p l a n t s  p r e - t r e a t e d  w i t h  c h l o r s u l f u r o n  h a d  g r e a t e r  ( P < O . O I )  d i s e a s e  s e v e r i t y  a n d  
c r o w n  i n f e c t i o n  a n d  f e w e r  ( P < O . O I )  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  2 8  D A I  t h a n  p l a n t s  n o t  t r e a t e d  w i t h  
c h l o r s u l f u r o n  ( T a b l e  3 . 5 ) .  R e g e n e r a t i v e  l e a v e s  f i r s t  a p p e a r e d  a t  1 1  D A I  i n  n o n - c h l o r s u l f u r o n  
t r e a t e d  p l a n t s ,  a n d  a t  2 5  D A I  i n  c h l o r s u l f u r o n  t r e a t e d  p l a n t s .  H o w e v e r ,  p l a n t  m o r t a l i t y  i n  a l l  
t r e a t m e n t s  w a s  z e r o .  N o  p l a n t s  h a d  c r o w n s  t h a t  w e r e  c o m p l e t e l y  r o t t e d  o n  d i s s e c t i o n ,  2 8  D A I .  
A l l  r e t a i n e d  c r o w n  f r a g m e n t s  w i t h  o n e  o r  m o r e  p o t e n t i a l l y  v i a b l e  a x i l l a r y  b u d s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
r e c o v e r y  w a s  p o s s i b l e .  
T a b l e  3 . 5 :  E f f e c t  o f  c h l o r s u l f u r o n  p r e - t r e a t m e n t  o n  i n f e c t i o n  a n d  r e g e n e r a t i o n  o f  R .  a c r i s  2 8  
d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
C h l o r s u l f u r o n  +  S .  
s c l e r o t i o r u m  
W a t e r  +  S .  s c l e r o t i o r u m  
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3 . 3 . 5  E x p e r i m e n t  5 :  C r o w n  a n a t o m y  a n d  h i s t o p a t h o l o g y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  
C r o w n  a n a t o m y  
T h e  v e g e t a t i v e  c r o w n  h a s  f o u r  m a i n  r e g i o n s  o f  t i s s u e .  A  p e r i p h e r a l  c o r t i c a l  l a y e r  s u r r o u n d s  a n  
a l m o s t  c o m p l e t e  r i n g  o f  v a s c u l a r  t i s s u e s  w h i c h  e n c o m p a s s e s  t h e  i n n e r  c o r t i c a l  r e g i o n  ( P l a , t e s  
5 A ,  S B ) .  A t  t h e  t i p  o f  t h e  c r o w n  i s  t h e  a p i c a l  z o n e  ( P l a t e  S B ) .  T h i s  e x t e n d s  i n t o  t h e  s t e m  
d u r i n g  f l o w e r i n g  ( P l a t e  S C ) .  
T h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x  v a r i e d  i n  d e p t h  f r o m  p l a n t  t o  p l a n t ,  b u t  g e n e r a l l y  c o n s i s t e d  o f  m a t u r e  
c e l l s  w i t h  t h i c k e n e d  w a l l s ,  s t a i n e d  d a r k  b l u e - p u r p l e  ( P l a t e  6 A ) .  T h e  e x a c t  c e l l  t y p e  w a s  
d i f f i c u l t  t o  a s c e r t a i n ,  b u t  w a s  p r o b a b l y  m o d i f i e d  p a r e n c h y m a  w i t h  s u b e r i s e d  o r  l i g n i f i e d  w a l l s  
( J a r v i s ,  p e r s .  c o m m . ) .  T h i s  f o r m e d  a  p r o t e c t i v e  l a y e r  a r o u n d  t h e  c r o w n  w h i c h  a p p e a r e d  
t h i c k e r  a n d  m o r e  d e v e l o p e d  i n  t h e  c r o w n s  o f  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  y o u n g e r  
p l a n t s .  D e e p e r  w i t h i n  t h e  p e r i p h { 1 r a l  c o r t e x ,  c e l l  w a l l s  b e c a m e  l e s s  t h i c k e n e d  a n d  w e r e  s t a i n e d  
y e l l o w  ( P l a t e  6 A ) ,  i n d i c a t i n g  a  p r e d o m i n a n c e  o f  c e l l u l o s e  r a t h e r  t h a n  s e c o n d a r y  w a l l  
d e p o s i t i o n s .  T h e s e  c e l l s  w e r e  d e n s e l y  p a c k e d  w i t h  s t a r c h  g r a n u l e s  ( a m y l o p l a s t s ) .  A n g u l a r  
c o l l e n c h y m a  c e l l s  a l s o  o c c u r r e d  i n  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x ,  a n d  w e r e  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  l e a f  
a x i l s .  
V a s c u l a r  t i s s u e  c o m p r i s e d  a  d e n s e  c y l i n d r i c a l  n e t w o r k  o f  i n t e r c o n n e c t e d  v a s c u l a r  b u n d l e s .  
T h e s e  a p p e a r e d  i n  c r o s s  s e c t i o n  a s  a  c o n t i n u o u s ,  c o m p l e x  r i n g  o f  b u n d l e s  a t  a b o u t  0 . S - 2  m m  
f r o m  t h e  o u t e r  c r o w n  s u r f a c e ,  s u r r o u n d e d  o n  e i t h e r  s i d e  b y  d e n s e l y  p a c k e d  s t a r c h - c o n t a i n i n g  
p a r e n c h y m a  c e l l s  ( P l a t e s  S ,  6 B ) .  T h e  i n n e r  c o r t e x  c o n s i s t e d  o f  s t a r c h - c o n t a i n i n g  p a r e n c h y m a  
c e l l s  w i t h  t h i n  w a l l s ,  s t a i n e d  y e l l o w .  T h e s e  c e l l s  b e c a m e  l e s s  d e n s e l y  p a c k e d ,  o f t e n  b r e a k i n g  
d o w n  i n  t h e  c e n t r e  o f  o l d e r  c r o w n s  t o  f o r m  a  s o f t  p i t h  w i t h  a  c e n t r a l  c a v i t y .  
E a c h  c r o w n  c o n t a i n e d  a  l a r g e  n u m b e r  o f  a x i l l a r y  b u d s  c o n n e c t e d  t o  t h e  c r o w n  v a s c u l a r  
n e t w o r k ,  t h u s  p r o v i d i n g  a  c o n s i d e r a b l e  n u m b e r  o f  p o t e n t i a l  r e g r o w t h  p o i n t s  u p o n  l e a f  o r  a p e x  
d e a t h .  A d v e n t i t i o u s  r o o t s  a l s o  g r e w  o u t  f r o m  t h e  v a s c u l a r  r e g i o n  n e a r  t h e  c r o w n  b a s e .  I n  
s o m e  c r o w n s ,  b u d  p r i m o r d i a  e m e r g e d  f r o m  w i t h i n  t h e  c r o w n  v a s c u l a r  t i s s u e s  n e a r  t h e  m a i n  
c r o w n  a p e x  ( P l a t e  7 ) .  I t  w a s  u n c l e a r  w h e t h e r  t h e s e  w e r e  a x i l l a r y  b u d s ,  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  o r  
a d v e n t i t i o u s  s h o o t s .  A l l  m e r i s t e m a t i c  z o n e s  w i t h i n  t h e  c r o w n  c o n t a i n e d  t i g h t l y  p a c k e d  c e l l s  
w i t h  t h i n  w a l l s  a n d  l a r g e ,  p u r p l e  s t a i n e d  n u c l e i .  
® 
Plate 5: 
p 
Tissue distribution within the crown of R. acris. Ap, apex; B, bud; FS , flowering 
stem; Ie, inner cortex ; P, peripheral cortex ; V, vascular tissues. In this and 
subsequent plates, crown sections were stained with thionin and orange G. (bars= I 
mm) 
(A). Transverse section through a four month old healthy, vegetative crown. 
(B). Longitudinal section through a four month old vegetative crown, 3 days after 
inoculation with S. sclerotiorum. Arrows indicate infected tissue. 
(C). Longitudinal section through a two year old healthy, flowering crown. 
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Plate 5 (cont.) 
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Plate 5 (cont.) 
Plate 6: Light micrographs of sections through healthy , four month old crowns of R. acris. 
(Bars= 100 11m) 
(A) . Gradation of cell wall thickening within the peripheral cortex. 
(B) . Position of interconnected vascular bundles (V) relative to the peripheral cortex 
(P) and inner cortex (lC) . Note the abundance of amyloplasts (starch granules) 
stained light purple within peripheral , and inner cortical cells. 
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Plate 7: 
67 
Light micrograph of a section through a healthy , four month old crown of R. acris 
showing bud primordium (B) emerging from within the vascular region (V) near the 
apex. (Bar= 100 11m) 
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H i s t o p a t h o l o g y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  
T h e  f i r s t  d i s e a s e  s y m p t o m s  w e r e  o b s e r v e d  a t  3  D A I  a s  b r o w n ,  w a t e r s o a k e d  l e s i o n s  a t  t h e  b a s e  
o f  p e t i o l e s .  T h e s e  l e s i o n s  s p r e a d  t o  c a u s e  e x t e n s i v e  i n f e c t i o n  a n d  c o l l a p s e  o f  a l l  o l d e r  p e t i o l e s  
b y  7  D A I .  I n f e c t i o n  o f  t h e  l o w e r  c r o w n  a n d  r o o t  s y s t e m  w a s  f i r s t  o b s e r v e d  a t  1 1  D A I ,  w h e n  
r o o t s  c o u l d  b e  e a s i l y  d i s l o d g e d .  B y  2 1  D A I ,  m o s t  a e r i a l  t i s s u e s  w e r e  c o m p l e t e l y  i n f e c t e d  a n d  
n e c r o t i c ,  a l t h o u g h  p e t i o l e  v a s c u l a r  s t r a n d s  g e n e r a l l y  r e m a i n e d  i n t a c t .  I n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  t h e  
e x p e r i m e n t ,  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  b e g a n  t o  g r o w  f r o m  t h e  a p e x ,  a n d  f r o m  s h o o t s  w h i c h  
d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s ,  m a n y  o f  w h i c h  r e m a i n e d  u n i n f e c t e d  d e s p i t e  e x t e n s i v e  i n f e c t i o n  
o f  l e a f  t i s s u e  ( P l a t e s  S B ,  S C ) .  D e v e l o p i n g  a x i l l a r y  b u d s  w e r e  i n t e r c o n n e c t e d  w i t h  t h e  c r o w n  
v a s c u l a r  n e t w o r k  ( P l a t e  S O ) ,  e a c h  g i v i n g  r i s e  t o  l e a f  p r i m o r d i a  ( P l a t e s  S A - F ) .  A x i l l a r y  b u d  
g r o w t h  o c c u r r e d  o n  i n f e c t e d  c r o w n s  i n  w h i c h  t h e  a p e x  r e m a i n e d  i n t a c t  ( P l a t e  S E ) ,  a n d  i n  
w h i c h  t h e  a p e x  h a d  b e e n  r o t t e d  ( P l a t e  S F ) .  S h o o t s  w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  
i n f e c t e d  c r o w n s  o f t e n  u n d e r w e n t  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t  i n t o  p l a n t l e t s  w i t h  a n  i n d e p e n d e n t  
c r o w n  a n d  a d v e n t i t i o u s  r o o t  s y s t e m ,  a t t a c h e d  t o  t h e  m a i n  o r  c e n t r a l  c r o w n .  
L a r g e ,  g r a n u l a r ,  v a c u o l a t e d  h y p h a e ,  s t a i n e d  v i o l e t - p u r p l e ,  i n v a d e d  p e t i o l e s  ( P l a t e  9 ) ,  a n d  t h e  
p e r i p h e r a l  c o r t i c a l  t i s s u e  o f  t h e  c r o w n  ( P l a t e  1 0 ) .  P e r i p h e r a l  c o r t i c a l  t i s s u e  w a s  u s u a l l y  
i n v a d e d  c l o s e  t o  t h e  p o i n t  o f  a t t a c h m e n t  o f  i n f e c t e d  l e a f  o r  r o o t  t i s s u e  ( P l a t e s  S B ,  S C ) .  I n  
p e t i o l e  t i s s u e ,  i n f e c t i o n  w a s  e x t e n s i v e ,  w i t h  d e e p l y  s t a i n e d  i n t e r  a n d  i n t r a - c e l l u l a r  h y p h a e ,  
w h i c h  w e r e  o f t e n  a l i g n e d  p a r a l l e l  t o  e a c h  o t h e r  ( P l a t e s  9 B - D ) .  I n f e c t i o n  h y p h a e  p r o g r e s s e d  
r a p i d l y  a l o n g  t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  p e t i o l e .  P e t i o l e  v a s c u l a r  t i s s u e  o f t e n  r e m a i n e d  i n t a c t ,  e v e n  
a f t e r  c o m p l e t e  m a c e r a t i o n  o f  p e t i o l e  p a r e n c h y m a  t i s s u e  ( P l a t e  9 E ) .  
H y p h a e  o f t e n  a c c u m u l a t e d  o n  t h e  o u t e r  c e l l s  o f  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t i c a l  l a y e r  o f  t h e  c r o w n ,  a n d  
r a r e l y  p e n e t r a t e d  m o r e  t h a n  a  f e w  c e l l s  d e e p  ( P l a t e  1 0 A ) .  I n  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x ,  h y p h a e  
i n v a d e d  i n t e r c e l l u l a r l y  ( P l a t e s  l O B - E ) .  P a r e n c h y m a  t i s s u e  w a s  u s u a l l y  m a c e r a t e d  o n e  t o  t w o  
c e l l s  a h e a d  o f  i n v a d i n g  h y p h a e  ( P l a t e s  l O B - D ) ,  a l t h o u g h  c e l l  m a c e r a t i o n  d i d  n o t  a l w a y s  o c c u r  
i n  t h e  v i c i n i t y  o f  i n v a d i n g  h y p h a e  ( P l a t e  l O E ) .  
C r o w n  v a s c u l a r  t i s s u e  w a s  r a r e l y  m a c e r a t e d  o r  i n v a d e d ,  a n d ,  i n  m a n y  s e c t i o n s ,  a p p e a r e d  t o  
f o r m  a  b a r r i e r  t o  t h e  i n w a r d  s p r e a d  o f  i n f e c t i o n  ( P l a t e  l 1 A ) .  T h e  i n n e r  c o r t e x  w a s  r a r e l y  
m a c e r a t e d ,  a l t h o u g h  i n  o n e  c r o w n  e x t e n s i v e  m a c e r a t i o n  o f  c o r t i c a l  t i s s u e  o c c u r r e d ,  e i t h e r  s i d e  
o f  t h e  v a s c u l a r  r i n g  ( P l a t e  l l B ) .  Y e l l o w - g r e e n  c r y s t a l s  f o r m e d  i n ,  a n d  a r o u n d  t h e  m a c e r a t e d  
: - , ' . -
Plate 8: Light micrographs of axillary bud growth in four month old crowns of R. acris. 
(A). Healthy bud. (Bar=l00 J.lIll) 
(B), (C). 11 days after inoculation with S. sclerotiorum. Note infection of leaf 
tissue (L) and peripheral cortex (P). (Bars=l00 11m) 
(D). 11 days after inoculation with S. sclerotiorum showing connection (arrows) c 
axillary bud with crown vascular tissues (V). (Bar=I00 11m) 
(E). Growth of three axillary buds (Ax) on crown with apex (Ap) intact, 11 days 
after inoculation with S. sclerotiorum. Note blue staining of infected peripheral 
cortex (P). (Bar=1 mm) 
(F). Growth of two axillary buds (Ax) on crown with apex rotted (Ap indicates 
position of apex before infection), 21 days after inoculation with S. sclerotiorum. 
Note degradation of peripheral cortex down to the vascular tissues (V). (Bar= 1 
mm) 
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c e l l s .  T h e s e  c r y s t a l s  w e r e  c o m m o n l y  o b s e r v e d  i n s i d e  p a r e n c h y m a  c e l l s  ( P l a t e  1 2 A )  a n d  t h e  
l u m e n  o f  x y l e m  v e s s e l s  ( P l a t e  1 2 B )  w i t h i n ,  o r  a t  t h e  m a r g i n  o f ,  i n f e c t e d  t i s s u e s .  T h e s e  
c r y s t a l s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  u n i n f e c t e d  t i s s u e s .  A  c o m m o n  o b s e r v a t i o n  w a s  b l u e  s t a i n i n g  o f  
t h e  p r o t o p l a s t  a n d  c e l l  w a l l s  a t  t h e  i n f e c t i o n  s i t e ,  a n d  a t  t h e  m a r g i n  o f  l e s i o n s  ( P l a t e s  1 3 A , "  
1 3 B ) ,  i n d i c a t i n g  t h e  p o s s i b l e  d e p o s i t i o n  o f  l i g n i n ,  a s  t h i o n i n  a n d  o r a n g e  G  s t a i n  l i g n i f i e d  
t i s s u e  b l u e .  T h i c k e n i n g  a n d  p u r p l e  s t a i n i n g  o f  c e l l s  a r o u n d  l e s i o n s  a l s o  o c c u r r e d  ( P l a t e  1 3 C ) .  
T o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  b r o w n ,  n e c r o t i c  l e s i o n s  h a d  d e v e l o p e d  i n  t h e  
i n n e r  c o r t i c a l  t i s s u e  o f  s o m e  c r o w n s  ( P l a t e  1 4 A ) .  P l a t e s  1 4 B  a n d  1 4 C  i l l u s t r a t e  h e a l t h y  a n d  
n e c r o t i c  i n n e r  c o r t i c a l  t i s s u e ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  p r o t o p l a s t  o f  p a r e n c h y m a  c e l l s  w i t h i n  t h e s e  
l e s i o n s  w a s  d i s r u p t e d ,  b u t  c e l l s  w e r e  n o t  m a c e r a t e d  a n d  t h e  c e l l  w a l l s  r e t a i n e d  t h e i r  i n t e g r i t y  
( P l a t e  1 4 C ) .  I n v a d i n g  h y p h a e  w e r e  n o t  p r e s e n t .  .  
3 . 3 . 6  E x p e r i m e n t  6 :  E f f e c t  o f  w o u n d i n g  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  
T h e r e  w a s  n o  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t r e a t m e n t  · a n d  t i m e  o f  h a r v e s t  ( T a b l e  3 . 6 ) .  S u r f a c e  
w o u n d i n g  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  ( P < O . 0 5 )  c r o w n  i n f e c t i o n  t h a n  n o n - w o u n d i n g ,  b o t h  a t  7  D A I ,  
a n d  w h e n  a v e r a g e d  o v e r  b o t h  h a r v e s t s  ( T a b l e  3 . 7 ) .  T h e  s u r f a c e  w o u n d i n g  a n d  t h e  v a s c u l a r  
w o u n d i n g  t r e a t m e n t s  d i d  n o t  d i f f e r  ( T a b l e  3 . 7 ) .  T h e  s e v e r i t y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n ,  a s  o u t l i n e d  
b y  t h e  d i s e a s e  i n d e x  ( s e c t i o n  3 . 2 . 7 ) ,  w a s  l o w  f o r  a l l  t r e a t m e n t s  ( T a b l e  3 . 7 ) .  
I n f e c t i o n  d e v e l o p e d  o n  o n l y  t w o  o u t  o f  e i g h t  n o n - w o u n d e d  c r o w n s ,  a n d  t h i s  w a s  l i m i t e d  t o  
c e l l s  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  i n o c u l u m  d i s k .  T h e s e  c e l l s  s h o w e d  d i s r u p t i o n  a n d  d e a t h  o f  
t h e  p r o t o p l a s t s  b u t  c e l l  w a l l s  r e t a i n e d  t h e i r  i n t e g r i t y .  I n f e c t i o n  h y p h a e  a n d  c e l l  m a c e r a t i o n  
w e r e  n o t  o b s e r v e d .  H y p h a e  i n v a d e d  l o n g i t u d i n a l l y  t h r o u g h  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x  o f  s u r f a c e  
w o u n d e d  c r o w n s ,  r a t h e r  t h a n  t r a n s v e r s e l y  t h r o u g h  v a s c u l a r  t i s s u e  a n d  i n n e r  c o r t e x .  P l u g g i n g  
o f  x y l e m  v e s s e l s  w a s  c o m m o n .  
I n f e c t i o n  i n  v a s c u l a r  w o u n d e d  c r o w n s  w a s  l i m i t e d  t o  p a r e n c h y m a  c e l l s  i m m e d i a t e l y  
s u r r o u n d i n g  t h e  i n o c u l a t i o n  w o u n d .  B y  7  D A I ,  a  r e g i o n  o f  l a r g e ,  o f t e n  e l o n g a t e d  p a r e n c h y m a  
c e l l s  h a d  d e v e l o p e d  a r o u n d  t h e  w o u n d ,  t h e  s u r f a c e  o f  w h i c h  w a s  c o v e r e d  w i t h  a  l a y e r  o f  d e a d  
c e l l s  ( P l a t e  1 5 ) .  T h i s  f o r m a t i o n  o f  w o u n d  t i s s u e  o c c u r r e d  i n  a l l  w o u n d i n g  t r e a t m e n t s ,  
i n c l u d i n g  t h e  n o n - i n o c u l a t e d  c o n t r o l .  T h e  o u t e r  l a y e r  o f  c e l l s  w e r e  s t a i n e d  d a r k  b l u e - p u r p l e ,  
i n d i c a t i n g  s u b e r i z a t i o n  o r  l i g n i f i c a t i o n .  ( P l a t e  1 5 )  
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Plate 8 (cont.) 
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Plate 8 (cont.) 
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Plate 8 (cont.) 
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Plate 9: Light micrographs of petiole tissue of four month old plants of R. acris. 
(Bars=100 f,lm) 
(A). Healthy petiole. 
(B)-(D). 15 days after inoculation with S. sclerotiorum. Note in plate (D) intra-
cellular branching (IB) of infection hyphae. 
(E). Rotting of parenchyma tissue (Pa) at petiole base, exposing vascular tissue 
(V), 15 days after inoculation with S. sclerotiorum. 
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Plate 9 (cont.) 
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Plate 9 (cont.) 
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Plate 10: Light micrographs of S. sclerotiorum infection in the peripheral cortex of four month 
old crowns of R. acris. 
(A). Accumulation of hyphae (Hy) outside peripheral cortex (P), 11 days after 
inoculation. Note maceration of peripheral cortex to several cells depth. (Bar= 1 00 
!lm) 
(B)-(E). Intercellular infection hyphae, 7 days after inoculation. Note absence of cell 
maceration in plate (E). (Bars= 10 11m) 
78 
Plate 10 (cont.) 
® 
Plate 11: Light micrographs of four month old crowns of R. acris infected with S. 
sclerotiorum. (Bars= 1 00 !-1m) 
(A) . Rotting of peripheral cortex (P) down to vascular bundles (V), 11 days after 
inoculation. 
79 
(B). Extensive maceration of peripheral cortex (P) and inner cortex (Ie) surrounding 
vascular tissues (V), 21 days after inoculation. 
Plate 12: Light micrographs of crystal formation in four month old crowns of R. acris 
infected with S. sclerotiorum. (Bars= 10 11m) 
80 
(A). Crystals in peripheral cortical cells at the margin of macerated tissue, 13 days 
after inoculation. 
(B) . Plugging of xylem vessels 21 days after inoculation. 
Plate 13: Light micrographs of four month old crowns of R. acris infected with S. 
sclerotiorum. 
(A). Blue staining of cell walls and protoplast at the infection site, indicating 
lignin deposition, 15 days after inoculation. (Bar=lO flID) 
(B). Blue staining of cortical tissue at the lesion margin, indicating lignin 
deposition, 21 days after inoculation. (Bar= 1 00 11m) 
(C). Thickening and purple staining (arrows) of cells surrounding infected region 
(I), 19 days after inoculation. (Bar=100 11m) 
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Plate 13 
o 
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Plate 14: Photograph and light micrographs of a four month old crown of R. acris 21 days 
after inoculation with S. sclerotiorul11. (Bars=lOO /lm) 
(A). Necrotic lesion in inner cortex (IC) of bisected crown. Note that necrosis has 
not spread into the vascular tissues (V), which appear to form the lesion margin. 
(B). Healthy inner cortical tissue. 
(C). Disruption of cell protoplast in necrotic inner cortical tissue. 
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Plate 15: Light micrographs of wound healing in six month old crowns of R. acris. De, 
deposition of lignin/suberin/dead cells on injured surface; Ie, inner cortex; W , wound 
tissue. (Bars= 100 J.lm) 
(A). 7 days after vascular wounding + inoculation with S. sclerotiorulII. 
(B),(C). 21 days after vasc ular wounding + inoculation with S. sclerotiorum. 
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T a b l e  3 . 6 :  I n t e r a c t i o n  t a b l e  f o r  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  i n  R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  
w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
S o u r c e  o f  D F  
S S  M S  
F  P  
v a r i a t i o n  
T r e a t m e n t  2  4 . 0 8 3 3  
2 . 0 4 1 7  
4 . 7 4  0 . 0 2 2  
T i m e  1  
0 . 3 7 5 0  0 . 3 7 5 0  0 . 8 7  0 . 3 6 3  
T r e a t m e n t  x  t i m e  2  1 . 7 5 0 0  0 . 8 7 5 0  2 . 0 3  0 . 1 6 0  
E r r o r  1 8  7 . 7 5 0 0  
0 . 4 3 0 6  
T o t a l  
2 3  1 3 . 9 5 8 3  
T a b l e  3 . 7 :  T h e  e f f e c t  o f  w o u n d i n g  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  i n  R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  w i t h  S .  
s c l e r o t i o r u m .  
M e a n  s e v e r i t y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  
7 D A I  
2 1  D A I  .  O v e r a l l  
N o n - w o u n d i n g  
O.~ 
0 . 3  
0 . 3  
S u r f a c e  w o u n d i n g  
1 . 8  0 . 8  
1 . 3  
V a s c u l a r  w o u n d i n g  
0 . 8  1 . 0  
0 . 9  
C o n t r o e  
( 0 . 0 )  ( 0 . 0 )  
( 0 . 0 )  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  1 . 0  0 . 7  
t i T h e  c o n t r o l  t r e a t m e n t  w a s  e x c l u d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s  s i n c e  a l l  d a t a  v a l u e s  w e r e  z e r o .  
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3 . 3 . 7  E x p e r i m e n t  7 :  E f f e c t  o f  w o u n d i n g  s e v e r i t y  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  
T h e  p e r c e n t a g e  o f  i n f e c t e d  c r o w n  t i s s u e s  2 1  D A I  i n  t r e a t m e n t s  A  ( n o  w o u n d ) ,  B  ( w o u n d e d  t o  
3  m m  d e p t h )  a n d  H  ( n o n - i n o c u l a t e d  c o n t r o l  p l u g )  d i d  n o t  d i f f e r ,  h a v i n g  z e r o  o r  m i n i m a l  
i n f e c t i o n .  D i s s e c t i o n  a n d  v i s u a l  a s s e s s m e n t  o f  c r o w n s  i n  t r e a t m e n t s  A  a n d  B  s h o w e d  t h a t  
i n f e c t i o n  w a s  l i m i t e d  t o  c e l l s  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  i n o c u l a t i o n  s i t e .  T r e a t m e n t s  C  
( w o u n d  t o  i n n e r  c o r t e x ) ,  D  ( p l u g  o f  i n n e r  c o r t i c a l  t i s s u e ,  +  a p e x ,  +  r o o t s ) ,  E  ( p l u g  o f  i n n e r  
c o r t i c a l  t i s s u e ,  - a p e x ,  +  r o o t s ) ,  F  ( p l u g  o f  i n n e r  c o r t i c a l  t i s s u e ,  +  a p e x ,  - r o o t s )  a n d  G  ( p l u g  
o f  i n n e r  c o r t i c a l  t i s s u e ,  - a p e x ,  - r o o t s )  d i d  n o t  d i f f e r ,  e x h i b i t i n g  e x t e n s i v e  o r  1 0 0  %  n e c r o s i s  
o f  t i s s u e  2 1  D A I  ( T a b l e  3 . 8 ) .  
T a b l e  3 . 8 :  E f f e c t  o f  i n c r e a s e d  l e v e l  o f  w o u n d i n g  o n  p e r c e n t a g e  i n f e c t i o n  o f  R .  a c r i s  c r o w n  
t i s s u e s  2 1  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
T r e a t m e n t
a  
A :  N o  w o u n d  
B :  3  m m  w o u n d  
C :  W o u n d  t o  i n n e r  c o r t e x  
D :  I n n e r  c o r t e x ,  +  a p e x  +  r o o t s  
E :  I n n e r  c o r t e x ,  - a p e x  +  r o o t s  
F :  I n n e r  c o r t e x ,  +  a p e x  - r o o t s  
G :  I n n e r  c o r t e x ,  - a p e x  - r o o t s  
%  o f  i n f e c t e d  c r o w n  t i s s u e s  
2 1  D A I  
6 . 7  ( ± 8 . 0 t  
1 7 . 5  ( ± 3 2 . 8 )  
S O . 8  ( ± S O . 6 )  
1 0 0 . 0  ( ± O . O )  
7 0 . 8  ( ± 4 8 . 6 )  
1 0 0 . 0  ( ± O . O )  
1 0 0 . 0  ( ± O . O )  
H :  N o n - i n o c u l a t e d  c o n t r o l  0 . 0  ( ± O . O )  
a  T h e  9 5  %  c o n f I d e n c e  l i m i t  f o r  e a c h  m e a n  I S  g i v e n  i n  b r a c k e t s .  
3 . 3 . 8  E x p e r i m e n t  8 :  I n f e c t i o n  i n  f l o w e r i n g  p l a n t s  
T h e r e  w e r e  n o  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  a n y  t r e a t m e n t  a t  7 ,  1 4  a n d  2 1  D A I .  I n o c u l a t i o n  a t  t h e  
s t e m  b a s e  r e s u l t e d . i n  g r e a t e r  ( P < O . O S )  i n f e c t i o n  t h a n  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s  w h e n  t h e  o v e r a l l  
m e a n s  w e r e  c o m p a r e d  ( T a b l e  3 . 9 ) .  T h e  s e v e r i t y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n ,  a s  o u t l i n e d  b y  t h e  d i s e a s e  
i n d e x  ( s e c t i o n  3 . 2 . 9 ) ,  w a s  m i n i m a l  i n  a l l  t r e a t m e n t s ,  a n d  r e g e n e r a t i o n  h a d  b e g u n  i n  a l l  
t r e a t m e n t s  b y  1 4  D A I .  
I n o c u l a t i o n  a t  t h e  s t e m  b a s e  c a u s e d  r o t t i n g ,  c o l l a p s e  a n d  b r e a k a g e  o f  s t e m s ,  e x p o s i n g  t h e  
v a s c u l a r  s t r a n d s  ( P l a t e s  1 6 A ,  B ) .  H o w e v e r ,  l e s i o n s  d i d  n o t  s p r e a d  u p  t h e  f l o w e r i n g  s t e m s ,  
m a n y  o f  w h i c h  r e m a i n e d  t u r g i d  ( P l a t e  1 6 C ) .  H y p h a e  i n v a d e d  p a r e n c h y m a  t i s s u e  i n  t h e  s t e m  
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b a s e  a n d  i n  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x  o f  t h e  c r o w n ,  c a u s i n g  m a c e r a t i o n  a n d  d e a t h  o f  c e l l s .  I n  s o m e  
c r o w n s ,  v a s c u l a r  b u n d l e s  w e r e  a l s o  i n v a d e d  a n d  m a c e r a t e d ,  b u t  g e n e r a l l y  t h i s  o c c u r r e d  a f t e r  
s u r r o u n d i n g  p a r e n c h y m a  t i s s u e  h a d  b e e n  d e s t r o y e d  ( P l a t e  1 7 ) .  L e s i o n s  d i d  n o t  d e v e l o p  i n t o  
t h e  i n n e r  c r o w n  c o r t e x .  
W h e n  t h e  p e t i o l e  j u n c t i o n s  w e r e  i n o c u l a t e d ,  b r o w n ,  w a t e r s o a k e d  l e s i o n s  d e v e l o p e d  e v e n l y  
e i t h e r  s i d e  o f  t h e  i n o c u l a t i o n  s i t e s  c a u s i n g  n e c r o s i s  o f  m u c h  o f  t h e  f l o w e r i n g  s t e m  b y  1 4  D A I .  
H o w e v e r ,  l e s i o n s  r a r e l y  d e v e l o p e d  b e l o w  t h e  .  f i r s t  n o d e  o f  t h e  s t e m ,  l e a v i n g  t h e  s t e m  b a s e s  
f r e e  o f  i n f e c t i o n .  R e g e n e r a t i v e  s h o o t s  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  m a n y  c r o w n s  i n  t h i s  
t r e a t m e n t  ( P l a t e  1 8 A ) .  
I n o c u l a t i n g  s t e m s  c u t  a t  t h e  f i r s t  n o d e  r e s u l t e d  i n  v a r i a b l e  l e s i o n  d e v e l o p m e n t .  I n  t h e  m a j o r i t y  
o f  s t e m s ,  l e s i o n s  d i d  n o t  s p r e a d  f u r t h e r  t h a n  t h e  c u t  e n d .  I n  a  f e w  s t e m s ,  b r o w n ,  w a t e r s o a k e d  
l e s i o n s  s p r e a d  d o w n w a r d s ,  o c c a s i o n a l l y  r e a c h i n g  t h e  s t e m  b a s e  b y  1 4  D A I .  R e g e n e r a t i v e  
s h o o t s  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  ' c r o w n  ( P l a t e  1 8 B ) ,  a n d  a l s o  f r o m  b u d s  w h i c h  
f o r m e d  a t  t h e  c u t  f i r s t  n o d e  ( P l a t e  1 8 C ) .  
T a b l e  3 . 9 :  E f f e c t  o f  f l o w e r i n g  s t e m  i n o c u l a t i o n  o n  c r o w n  i n f e c t i o n  i n  R .  a c r i s  i n o c u l a t e d  w i t h  
S .  s c l e r o t i o r u m .  
I n o c u l u m  p o s i t i o n  o n  
M e a n  s e v e r i t y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  
f l o w e r i n g  s t e m  
7 D A I  
1 4  D A I  
2 1  D A I  
O v e r a l l  
S t e m  b a s e  
1 . 7  ( ± 1 . 8 ) D  
1 . 0  ( ± 1 . 0 )  1 . 3  ( ± 1 . 5 )  1 . 3  ( ± 0 . 5 )  
P e t i o l e  j u n c t u r e s  0 . 3  ( ± 0 . 3 )  0 . 0  ( ± O . O )  0 . 2  ( ± 0 . 6 )  0 . 1  ( ± 0 . 1 )  
C u t  e n d  
0 . 1  ( ± 0 . 3 )  0 . 0  ( ± O . O )  
0 . 3  ( ± 0 . 5 )  
0 . 1  ( ± 0 . 1 )  
C o n t r o l  
0 . 0  ( ± O . O )  0 . 0  ( ± O . O )  0 . 0  ( ± O . O )  0 . 0  ( ± O . O )  
a  T h e  9 5  %  c o n f i d e n c e  l i m i t s  f o r  e a c h  m e a n  I S  g I v e n  I n  b r a c k e t s .  
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Plate 16: Two year old flowering plants of R. (lcri.\' 21 days after inoculation at the stem bases 
with S. .l'clerolionllll. 
(A). Rotting of basal stem , expos ing vascular strands (V). 
(B). Bisected crowns after rotting of stem base, exposing vascular strands (V). Note 
growth of axillary buds (Ax). 
(C). Flowering stem still turgid after infection of stem base. 
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Plate 17: Light micrograph of S. sclerotiorum infection in a two year old crown of R. acris, 
7 days after inoculation. Note degradation of vascular bundles (V) and degradation 
of surrounding parenchyma tissue (Pa). (Bar= 1 00 11m) 
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Plate 18 
Plate 18: Two year old flowering plants of R. acris, 21 days after inoculation with S. 
sclerotiorum. 
(A). Infected original stem (St) after inoculation at the petiole junctions. Note 
growth of regenerative shoots (RS). 
(B). Inoculation at the cut end of the original stem (St). Note growth of 
regenerative shoots (RS). 
(C). Bud development at the cut node (arrow). 
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3 . 4  D I S C U S S I O N  
T h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  k e y  t a r g e t  f o r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n  t h i s  s t u d y ,  a s  
e x t e n s i v e  c r o w n  r o t  w a s  n e c e s s a r y  t o  i n f l i c t  s e v e r e ,  p e r m a n e n t  d a m a g e  o n  t h e  p l a n t .  H o w e v e r ,  
i n  t h e s e  s t u d i e s ,  i n c i d e n c e  o f  c o m p l e t e  c r o w n  r o t  w a s  l o w  b e c a u s e  o f  a  r a n g e  o f  f a c t o r s  
l i m i t i n g  i n f e c t i o n .  
E x t e r n a l  p l a n t  t i s s u e s  p r o v i d e  t h e  f i r s t  d e f e n s i v e  b a r r i e r  a g a i n s t  a n  i n v a d i n g  o r g a n i s m  ( A g r i o s ,  
1 9 7 8 ) .  T h e  e x t e r n a l  s u r f a c e  o f  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  m i g h t  a c t  t o  s o m e  d e g r e e  a s  a  b a r r i e r  t o  
S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n ,  a s  w o u n d i n g  a t  t h e  i n o c u l a t i o n  s i t e  f a c i l i t a t e d  g r e a t e r  i n c i d e n c e  o f  
c r o w n  i n f e c t i o n  ( T a b l e  3 . 1 ) .  H o w e v e r ,  c r o w n  w o u n d i n g  d i d  n o t  i n c r e a s e  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
c r o w n  r o t t e d  ( T a b l e  3 . 2 b ) ,  n o r  p l a n t  m o r t a l i t y  ( T a b l e s  3 . 1 ,  3 . 2 b ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t ,  a f t e r  
g a i n i n g  a c c e s s  t o  i n t e r n a l  t i s s u e s ,  f u r t h e r  s p r e a d  o f  i n f e c t i o n  w i t h i n  t h e  c r o w n  w a s  l i m i t e d .  
T h e  d e c r e a s e  i n  s e v e r i t y  o f  c r o w n  i n f e c t i o n  a n d  i n c i d e n c e  o f  m o r t a l i t y  a s  p l a n t  s i z e  i n c r e a s e d  
( T a b l e  3 . 2 a ) ,  m a y  b e  a t t r i b u t e d  t o  a n  a s s o c i a t e d  i n c r e a s e  i n  t h e  b i o m a s s  o f  p o t e n t i a l l y  
r e s i s t a n t  c r o w n  t i s s u e s  w h i c h  m u s t  b e  c o m p l e t e l y  r o t t e d  b e f o r e  t h e  p l a n t  w i l l  d i e .  
T h e  p o s i t i o n  o f  i n o c u l u m  p l a c e m e n t  o n  R .  a c r i s  h a d  a  s i g n i f i c a n t  ( P < O . O I )  e f f e c t  o n  t h e  
o u t c o m e  o f  i n f e c t i o n  ( T a b l e s  3 . 2 c ,  3 . 3 ) .  P l a n t s  i n o c u l a t e d  a t  t h e  l o w e r  l e a v e s  r e g e n e r a t e d  f r o m  
a n  u n  i n f e c t e d  a p e x  d e s p i t e  n e c r o s i s  o f  t h e  r o o t s ,  l o w e r  l e a v e s  a n d  b a s a l  c r o w n  r e g i o n  
( E x p e r i m e n t s  1  a n d  2 ) .  R e c o v e r y  i n  t h e s e  p l a n t s  m a y  h a v e  o c c u r r e d  p r i m a r i l y  b e c a u s e  
i n o c u l a t i o n  o f  t h e  b a s a l  l e a v e s ,  c o m b i n e d  w i t h  s l o w  o r  l i m i t e d  d e c a y  o f  t h e  c r o w n ,  e n a b l e d  
t h e  c o n t i n u e d  p r o d u c t i o n  o f  l e a v e s  f r o m  t h e  c r o w n  a p e x ,  w h i c h  o f t e n  e s c a p e d  i n f e c t i o n  ( P l a t e  
I B ) .  P o s i t i o n i n g  t h e  i n o c u l u m  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  u p p e r  l e a v e s  m e a n t  t h a t  t h e  p a t h o g e n  w a s  
a b l e  t o  i n v a d e  t h e  c r o w n  a p i c a l  m e r i s t e m ,  t h e  r e g i o n  o f  m o s t  a c t i v e  t i s s u e  p r o d u c t i o n  ( F a h n ,  
1 9 9 0 ;  B e l l ,  1 9 9 1 )  f i r s t ,  b e f o r e  i n v a d i n g  t h e  r e s t  o f  t h e  p l a n t .  A s  a  r e s u l t ,  t h e  p l a n t ' s  c a p a c i t y  
f o r  r a p i d  r e g r o w t h  w a s  g r e a t l y  r e d u c e d .  T h e s e  r e s u l t s  h a v e  h i g h l i g h t e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  
c r o w n  a p e x  i n  p o s t - i n f e c t i o n  r e c o v e r y .  E a r l y  i n f e c t i o n  o f  t h e  c r o w n  a p e x  a f t e r  i n o c u l a t i o n  
m a y  b e  n e c e s s a r y  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  r e g r o w t h  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  i s  s i g n i f i c a n t l y  a n d  
e f f e c t i v e l y  i n h i b i t e d .  
A n y  v a r i a t i o n  i n  r a t e s  o f  i n f e c t i o n  b e t w e e n  e x p e r i m e n t s  c a n  b e  a t t r i b u t e d  l a r g e l y  t o  v a r i a t i o n  
i n  t h e  a g e  ( a n d  s i z e )  o f  p l a n t s  u s e d ,  a n d  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  i n o c u l a t i o n  m e t h o d .  I n c i d e n c e  o f  
. . .  ' - . ' \ , .  ' .  
p l a n t  m o r t a l i t y  w a s  g r e a t e s t  i n  E x p e r i m e n t  2 ,  w h e n  p l a n t s  w e r e  w o u n d e d  a n d  i n o c u l a t e d  
d i r e c t l y  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n  a p i c a l  m e r i s t e m .  T h i s  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  h i g h l i g h t  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  t h i s  r e g i o n  i n  p l a n t  s u r v i v a l .  H o w e v e r ,  i n  E x p e r i m e n t  3  a n d  i n  s u b s e q u e n t  
w h o l e  p l a n t  e x p e r i m e n t s ,  c r o w n  i n o c u l a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  p l a c i n g  g r o u n d  i n o c u l u m  
a r o u n d  t h e  p e t i o l e  b a s e s ,  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n ,  r a t h e r  t h a n  s p e c i f i c a l l y  t a r g e t i n g  t h e  a p i c a l  
b u d .  T h i s  w a s  d o n e  t o  p r o v i d e  a  m o r e  r e a l i s t i c  t e s t  o f  t h e  p a t h o g e n ' s  c a p a c i t y  f o r  c r o w n  
i n v a s i o n  a t  a  v a r i e t y  o f  p o t e n t i a l  i n f e c t i o n  s i t e s  a r o u n d  t h e  c r o w n .  
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W h e n  i n o c u l u m  w a s  b r o a d c a s t  o v e r  p l a n t s  ( E x p e r i m e n t  3 ) ,  l e s i o n s  w h i c h  d e v e l o p e d  o n  l e a f  
p e t i o l e s  a n d  l a m i n a e  d i d  n o t  s p r e a d  r a p i d l y  d o w n  p e t i o l e s  t o  t h e  c r o w n .  L u m s d e n  a n d  D o w  
( 1 9 7 3 )  f o u n d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  s p r e a d  m o s t  r a p i d l y  u p w a r d  t h r o u g h  P .  v u l g a r i s  
h y p o c o t y l s  r a t h e r  t h a n  d o w n w a r d  o r  t r a n s v e r s e l y .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  l i m i t e d  l e s i o n  
d e v e l o p m e n t  d o w n  p e t i o l e s  m e a n t  t h a t  b r o a d c a s t  i n o c u l a t e d  p l a n t s  c o n t i n u e d  t o  g r o w  f r o m  a n  
u n  i n f e c t e d  c r o w n  a p e x .  C o m p a r i s o n  o f  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n  w i t h  l e a f - o n l y  a n d  c r o w n - o n l y  
i n o c u l a t i o n s  ( T a b l e  3 . 4 )  m a y  b e  c o n f o u n d e d  b e c a u s e  t h e  s a m e  r a t e  o f  i n o c u l u m  w a s  a p p l i e d  
o v e r  b o t h  l e a f  a n d  c r o w n  t i s s u e s .  I n  w h o l e  p l a n t  i n o c u l a t i o n ,  t h e  a m o u n t  o f  i n o c u l u m  w h i c h  
l a n d e d  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n  w a s  i n s u f f i c i e n t  t o  c a u s e  s i g n i f i c a n t  c r o w n  i n f e c t i o n  ( T a b l e  3 . 4 ) .  
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  b r o a d c a s t  i n o c u l a t i o n ,  p r o b a b l y  t h e  s i m p l e s t  a p p l i c a t i o n  m e t h o d  i n  t h e  
f i e l d ,  m a y  n o t  b e  e f f i c a c i o u s  f o r  R .  a c r i s .  
A l t h o u g h  c r o w n - o n l y  i n o c u l a t i o n  c a u s e d  g r e a t e s t  i n f e c t i o n  a n d  d e l a y e d  t h e  o n s e t  o f  r e c o v e r y ,  
m a n y  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  r e m a i n e d  v i a b l e  d e s p i t e  e x t e n s i v e  r o t t i n g  o f  t i s s u e  a r o u n d  
t h e  p e t i o l e  b a s e s  ( P l a t e s  3 ,  4 ) .  M o s t  p l a n t s  r e c o v e r e d  e v e n t u a l l y ,  e v e n  a f t e r  r o t t i n g  o f  t h e  
c r o w n  a p e x  ( P l a t e  4 ) .  T a r g e t i n g  t h e  i n o c u l u m  a t  t h e  c r o w n  m a y  b e  t h e  m o s t  e f f i c a c i o u s  
a p p l i c a t i o n  m e t h o d  f o r  R .  a c r i s ,  b u t  d i f f i c u l t  t o  c a r r y  o u t  i n  t h e  f i e l d  d u e  t o  t h e  e x t e n s i v e  
c a n o p y  o f  t h i s  p l a n t ,  a n d  a d j a c e n t ,  c o m p e t i n g  s p e c i e s .  H o w e v e r ,  a l l  i n o c u l a t e d  p l a n t s  h a d  
f e w e r  ( P < O . O I )  h e a l t h y  l e a v e s  2 1  D A I  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l  p l a n t s  ( T a b l e  3 . 4 ) .  T h i s  m a y  
h a v e  i m p l i c a t i o n s  f o r  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  i n  a  p a s t u r e  e n v i r o n m e n t ,  w h e r e  a  s i g n i f i c a n t  
r e d u c t i o n  i n  t h e  n u m b e r  o f  h e a l t h y  l e a v e s  p e r  p l a n t  f o l l o w i n g  i n o c u l a t i o n  m a y  e n a b l e  g r a s s e s  
a n d  c l o v e r s  t o  o u t - c o m p e t e  R .  a c r i s .  A  r e s p o n s e  s u c h  a s  t h i s  w a s  o b s e r v e d  b y  B r o s t e n  a n d  
S a n d s  ( 1 9 8 6 ) ,  w h e n  a p p l i c a t i o n  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  t o  C .  a r v e n s e  a t  a  p a s t u r e  s i t e  e n a b l e d  
g r a s s e s  t o  r e p l a c e  C .  a r v e n s e  i n  t h e  t r e a t e d  p l o t s .  
~-~f~~;;i ~~~5~:\~ :  ~~~~~ ~ ~ 
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R a p i d  d e v e l o p m e n t  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  f r o m  a n  u n  i n f e c t e d  a p i c a l  m e r i s t e m ,  a n d  f r o m  
s h o o t s  w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s ,  f a c i l i t a t e d  p l a n t  s u r v i v a l  
a f t e r  i n f e c t i o n  ( E x p e r i m e n t s  1 - 3 ) .  C r o w n  r e s i s t a n c e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m ,  a n d  t h e  r a p i d  r e g r o w t h  
r a t e  o f  R .  a c r i s ,  a p p e a r  t o  b e  m a j o r  f a c t o r s  e n a b l i n g  p o s t - i n o c u l a t i o n  r e c o v e r y .  T h e  r e l a t i v e  
i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  f a c t o r s  w a s  a s c e r t a i n e d  b y  i n o c u l a t i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  w i t h  a n d  w i t h o u t  
p r e - t r e a t m e n t  w i t h  c h l o r s u l f u r o n  t o  s u p p r e s s  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  ( E x p e r i m e n t  4 ) .  P r e v i o u s  
s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p l a n t s  t r e a t e d  w i t h  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s  a r e  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  
f u n g a l  p a t h o g e n s ,  l a r g e l y  b e c a u s e  t h e  c h e m i c a l  i n h i b i t s  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  p l a n t  t o  r e s i s t ,  o r  
g r o w  a w a y  f r o m ,  t h e  e f f e c t s  o f  i n f e c t i o n  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  T h e  p l a n t  g r o w t h  
r e g u l a t o r ,  t h i d i a z u r o n ,  r e d u c e d  t h e  g r o w t h  o f  t h e  w e e d ,  A b u t i l o n  t h e o p h r a s t i  M e d i k . ,  s o  t h a t  
t h e  l e a f  p a t h o g e n  a n d  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e ,  C o l l e t o t r i c h u m  c o c c o d e s  ( W a l l r . )  H u g h e s ,  
c o u l d  i n f e c t  p l a n t s  c o m p l e t e l y  ( W y m o r e ,  W a t s o n  a n d  G o t l i e b ,  1 9 8 7 ) .  A p p l i c a t i o n  o f  
g l y p h o s a t e  t o  t h e  w e e d  C a s s i a  o b t u s i j o l i a  ( L . )  s u p p r e s s e d  p h y t o a l e x i n  s y n t h e s i s  a s  a  d e f e n c e  
r e s p o n s e  t o  t h e  m y c o h e r b i c i d e  A l t e r n a r i a  c a s s i a e  J u r a i r  &  K h a n ,  a n d  e n h a n c e d  t h e  v i r u l e n c e  
o f  t h e  p a t h o g e n ,  r e s u l t i n g  i n  p l a n t  m o r t a l i t y ·  ( S h a r o n ,  A m s e l l e m  a n d  G r e s s e l ,  1 9 9 2 ) .  I n  t h e  
p r e s e n t  s t u d y ,  R .  a c r i s  p l a n t s  w i t h  i n h i b i t e d  r e g e n e r a t i o n  a f t e r  p r e - t r e a t m e n t  w i t h  
c h l o r s u l f u r o n ,  e x h i b i t e d  t h e  g r e a t e s t  s e v e r i t y  o f  i n f e c t i o n  ( T a b l e  3 . 5 ) .  H o w e v e r ,  S .  
s c l e r o t i o r u m  w a s  u n a b l e  t o  i n v a d e  c r o w n  t i s s u e  c o m p l e t e l y  a n d  k i l l  t h e s e  p l a n t s .  A l l  p l a n t s  
r e t a i n e d  s o m e  u n - d e g r a d e d  c r o w n  t i s s u e s  2 8  D A I  w i t h  o n e  o r  m o r e  v i a b l e  a x i l l a r y  b u d s  w h i c h  
i n d i c a t e d  t h a t  r e c o v e r y  w a s  p o s s i b l e ,  e v e n  a f t e r  d e a t h  o f  a l l  l e a f  t i s s u e s .  T h e r e f o r e  a s  l o n g  a s  
s o m e  c r o w n  f r a g m e n t s  r e m a i n ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  R .  a c r i s  w i l l  s u r v i v e  a n d  r e g e n e r a t e .  
I f  c r o w n  d e g r a d a t i o n  b y  S .  s c l e r o t i o r u m  w a s  a s  r a p i d  a s  t h e  o b s e r v e d  r a t e  o f  l e a f  d e g r a d a t i o n  
b y  t h i s  p a t h o g e n ,  t h e  r e g e n e r a t i o n  s i t e s  w o u l d  b e  r a p i d l y  i n f e c t e d  a n d  m o r t a l i t y  i n  R .  a c r i s  
w o u l d  b e  h i g h e r .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  p l a n t s  a r e  n o t  r e a d i l y  k i l l e d ,  l a r g e l y  b e c a u s e  o f  c r o w n  
r e s i s t a n c e  t o  t h e  p a t h o g e n .  C r o w n  r e s i s t a n c e  c a u s e s  c r o w n  d e c a y  e i t h e r  t o  c e a s e ,  o r  t o  
c o n t i n u e  a t  a  r a t e  s l o w e r  t h a n  t h e  r e g e n e r a t i v e  r a t e  o f  t h e  c r o w n  b u d s ,  e n a b l i n g  r e g r o w t h  t o  
o c c u r .  I n  E x p e r i m e n t s  1 - 4 ,  r e g r o w t h  o f  R .  a c r i s  w a s  o n l y  r a r e l y  i n f e c t e d  b y  S .  s c l e r o t i o r u m  
f r o m  t h e  i n o c u l u m  b a s e  i n  t h e  c r o w n .  I n f e c t i o n  o f  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  i s  a n  a s p e c t  s t u d i e d  i n  
C h a p t e r  4 .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  s u c c e s s f u l  b i o c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  m a y  b e  
l i m i t e d  b y  i t s  p e r e n n i a l  n a t u r e .  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y  ( 1 9 9 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  p e r e n n i a l  p l a n t s ,  
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w h i c h  h a v e  p r o t e c t e d  r e s e r v e  t i s s u e ,  a r e  m o r e  l i k e l y  t o  r e g r o w  a w a y  f r o m  i n f e c t i o n  a n d  t h a t  
m y c o h e r b i c i d e s  m a y  b e  l e s s  e f f e c t i v e  o n  t h e m  t h a n  a n n u a l  w e e d s .  H o w e v e r ,  B r o s t e n  a n d  
S a n d s  ( 1 9 8 6 ) ,  a n d  B o u r d o t  e t  a i .  ( 1 9 9 3 )  f o u n d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n v a d e d  t h e  r o o t  s y s t e m  o f  
C .  a r v e n s e  a n d  r e d u c e d  i t s  r e g r o w t h  c a p a c i t y  f r o m  a d v e n t i t i o u s  r o o t  b u d s ,  t h u s  d e m o n s t r a t i n g  
i t s  p o t e n t i a l  a s  a  b i o c o n t r o l  a g e n t  f o r  t h i s  p e r e n n i a l  s p e c i e s .  S i n c e  t h e  r o o t s  o f  C .  a r v e n s e  
a p p e a r e d  s u s c e p t i b l e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  ( B o u r d o t  e t  a i . ,  1 9 9 3 ) ,  t h e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  o f  R .  
a c r i s  a n d  C .  a r v e n s e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  m a y  b e  l i n k e d  t o  t h e  r e l a t i v e  r e s i s t a n c e  o f  t h e i r  
u n d e r g r o u n d  o r g a n s  t o  d e g r a d a t i o n  b y  t h i s  p a t h o g e n .  A s  p a r t  o f  t h e  o v e r a l l  a s s e s s m e n t  o f  t h e  
m y c o h e r b i c i d a l  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  f o r  R .  a c r i s ,  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  b a s i s  o f  
c r o w n  r e s i s t a n c e ,  a n d  t h e  w a y  i n  w h i c h  t h i s  f a c i l i t a t e s  b u d  s u r v i v a l ,  i s  r e q u i r e d .  
I n t e r c e l l u l a r  i n f e c t i o n  h y p h a e ,  s i m i l a r  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  h y p h a e  d e s c r i b e d  b y  
L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  a n d  L u m s d e n  a n d  W e r g i n  ( 1 9 8 0 ) ,  i n v a d e d  p e t i o l e s  ( P l a t e  9 )  a n d  
c r o w n  p e r i p h e r a l  c o r t i c a l  t i s s u e  o f  R .  a c r i s  ( P l a t e  1 0 ) .  W h i l e  p e t i o l e  i n f e c t i o n  w a s  r a p i d ,  w i t h  
e x t e n s i v e  m a c e r a t i o n  o f  h o s t  c e l l s ,  i n f e c t i o n '  a n d  m a c e r a t i o n  o f  t h e  c r o w n  p e r i p h e r a l  c o r t e x  
w a s  m o r e  l i m i t e d .  
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  i n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  m a y  b e  i m p e d e d  t o  
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s o m e  e x t e n t  b y  t h e  t h i c k e n e d  a n d  p o s s i b l y  s u b e r i s e d  c e l l  w a l l s  i n  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x  ( P l a t e s  1  "  
6 ,  l O A ) .  S u b e r i s a t i o n  o f  h o s t  t i s s u e  c a n  b e  a n  e f f e c t i v e  b a r r i e r  t o  i n v a s i o n ,  a s  s u b e r i n  i s  n o t  
r e a d i l y  d e g r a d e d  b y  f u n g i  ( P a h n ,  1 9 9 0 ;  C o o k e  a n d  W h i p p s ,  1 9 9 3 ) .  H o w e v e r ,  c e l l s  i n  t h e  o u t e r  I  '  
l a y e r s  o f  t h e  c r o w n  a r e  g e n e r a l l y  m u c h  m o r e  d e n s e l y  p a c k e d  t h a n  c e l l s  c o m p r i s i n g  l e a f  t i s s u e .  
T h i s  m a y  i n  i t s e l f  p r e s e n t  c o n s i d e r a b l e  p h y s i c a l  r e s i s t a n c e  t o  t h e  i n t e r c e l l u l a r  m o v e m e n t  o f  
i n f e c t i o n  h y p h a e ,  w h i c h  i n i t i a t e  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  i n  t h e  h o s t  ( L u m s d e n  a n d  D o w ,  1 9 7 3 ) .  
P e c t o l y t i c  e n z y m e s  p r o d u c e d  b y  i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  
s y m p t o m s  o f  t i s s u e  m a c e r a t i o n  w h i c h  f a c i l i t a t e  r a p i d  c o l o n i s a t i o n  o f  t h e  h o s t  ( H a n c o c k ,  1 9 6 6 ;  
M o r r a l l  e t  a i . ,  1 9 7 2 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 6 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  l i m i t e d  
m a c e r a t i o n  o f  c e l l s  s u r r o u n d i n g  i n f e c t i o n  h y p h a e  i n  t h e  c r o w n  p e r i p h e r a l  c o r t e x ,  i n d i c a t e s  t h a t  
t h i s  t i s s u e  i s  n o t  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  d e g r a d a t i o n  b y  p e c t o l y t i c  e n z y m e s .  
C e l l s  a t  i n f e c t i o n  s i t e s ,  o r  s u r r o u n d i n g  c r o w n  l e s i o n s ,  o f t e n  e x h i b i t e d  d a r k  b l u e  s t a i n i n g  o f  t h e  
p r o t o p l a s t  a n d  w a l l s  ( P l a t e s  1 3 A ,  1 3 B ) ,  i n d i c a t i n g  l i g n i f i c a t i o n  ( S t o u g h t o n ,  1 9 3 0 ) .  T h e s e  
s y m p t o m s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  b y  S t o c k w e l l  a n d  H a n c h e y  ( 1 9 8 7 )  d u r i n g  i n v e s t i g a t i o n s  
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o f  R h i z o c t o n i a  s o l a n i  K u h n  i n f e c t i o n  o f  P .  v u l g a r i s  h y p o c o t y l s .  S t o c k w e l l  a n d  H a n c h e y  
( 1 9 8 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s y m p t o m s  w e r e  d u e  t o  d e p o s i t i o n  o f  l i g n i n  a n d  p h e n o l i c s  w i t h i n  t h e  
c e l l s  a t  t h e  l e s i o n  b o r d e r ,  a n d  t h a t  t h i s  c r e a t e d  a n  i m p e n n e a b l e  b a r r i e r  t o  p a t h o g e n - p r o d u c e d  
e n z y m e s .  L i g n i n  i s  a  h i g h l y  p e r s i s t e n t  p o l y m e r ,  a n d  r e s i s t a n t  t o  e x t e n s i v e  d e g r a d a t i o n  b y  a U  
b u t  a  f e w  f u n g i  ( C o o k e  a n d  W h i p p s ,  1 9 9 3 ) .  A u l d ,  T a l b o t  a n d  R a d b u r n  ( 1 9 9 4 )  f o u n d  t h a t  
r e s i s t a n c e  o f  X a n t h i u m  o c c i d e n t a l e  B e r t o l .  t o  t h e  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e  C o l l e t o t r i c h u m  
o r b i c u l a r e  B e r k .  a n d  M o n t . ,  i n c l u d e d  t h e  f o n n a t i o n  o f  l i g n i n - l i k e  s u b s t a n c e s  a r o u n d  l e a f  
i n f e c t i o n s .  T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  a  s i m i l a r  r e s i s t a n c e  r e a c t i o n  c o u l d  b e  o p e r a t i n g  i n  
R .  a c r i s  c r o w n  t i s s u e s ,  t o  l i m i t  t h e  f u r t h e r  s p r e a d  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n .  
I n t r a - c e l l u l a r l y  i n v a d i n g  h y p h a e ,  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  a s  r a m i f y i n g  h y p h a e  ( L u m s d e n  a n d  
D o w ,  1 9 7 3 ) ,  g r e w  i n  R .  a c r i s  p e t i o l e  t i s s u e ,  b u t  w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  c r o w n  t i s s u e s .  
C o l o n i s a t i o n  o f  t h e  c r o w n  w a s  p r o b a b l y  n o t  e x t e n s i v e  e n o u g h  t o  a l l o w  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
r a m i f y i n g  h y p h a e .  
I n  t h i s  s t u d y ,  c r e s c e n t  s h a p e d  c r y s t a l s  o c c l u d e d  t h e  x y l e m  v e s s e l s  a n d  f o n n e d  i n  p a r e n c h y m a  
c e l l s  c l o s e  t o  t h e  i n f e c t i o n  f r o n t  ( P l a t e  1 2 ) .  C r y s t a l s  o f  s i m i l a r  a p p e a r a n c e  w e r e  o b s e r v e d  b y  
L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  d u r i n g  h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  o n  
P h a s e o l u s  s p p .  T h e s e  c r y s t a l s  w e r e  i d e n t i f i e d  a s  o x a l a t e  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  S u c h  c r y s t a l  
f o n n a t i o n  p r o b a b l y  c o n t r i b u t e s  t o  f o l i a r  w i l t  s y m p t o m s  a s s o c i a t e d  w i t h  o x a l i c  a c i d  p r o d u c t i o n  
d u r i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  ( N o y e s  a n d  H a n c o c k ,  1 9 8 1 ) ,  b y  p l u g g i n g  a n d  b l o c k i n g  t h e  
x y l e m  v e s s e l s  ( P a w l o w s k i  a n d  H a w n ,  1 9 6 4 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  T h e  r a t e  o f  s h o o t  i n f e c t i o n  o f  
R .  a c r i s  b y  S .  s c l e r o t i o r u m  w a s  s u c h  t h a t  o n l y  t r a n s i e n t  w i l t  s y m p t o m s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e s e  
s t u d i e s .  
E x t e n s i v e  b r o w n  r o t  l e s i o n s  o c c a s i o n a l l y  d e v e l o p e d  t h r o u g h  t h e  o u t e r  a n d  i n n e r  c o r t e x  o f  t h e  
c r o w n  o f  R .  a c r i s ,  w h i l e  a p p e a r i n g  t o  m o v e  a r o u n d  t h e  v a s c u l a r  t i s s u e s  ( P l a t e  1 4 A ) .  I n f e c t i o n  
h y p h a e  w e r e  n o t  p r e s e n t  a n d  p a r e n c h y m a  c e l l s  w i t h i n  t h e s e  l e s i o n s  w e r e  n o t  m a c e r a t e d  b u t  
e x h i b i t e d  p r o t o p l a s t  d i s r u p t i o n  ( P l a t e  1 4 C ) .  E v i d e n c e  t h a t  o x a l i c  a c i d  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
b r o w n  r o t  l e s i o n s  a s s o c i a t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  p r o v i d e d  b y  T u  ( 1 9 8 ; ; ) .  
T h i s  a u t h o r  i n d u c e d  b r o w n  r o t  l e s i o n s  o n  e x c i s e d  l e a v e s  o f  t o l e r a n t  a n d  s u s c e p t i b l e  c u l t i v a r s  
o f  P .  v u l g a r i s  b y  f e e d i n g  o x a l i c  a c i d  t h r o u g h  t h e  p e t i o l e s .  O x a l i c  a c i d  i n d u c e d  c y t o l o g i c a l  
c h a n g e s  i n  h o s t  t i s s u e ,  c a u s i n g  d i s r u p t i o n  o f  c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  ( T a r i q  a n d  J e f f r i e s ,  1 9 8 5 ;  T u ,  
,:~-::::. '~.-;, . . .  '  . .  ;-'~: -.-'~'.~. 
~~~ti~~~~:~l~~ii~~~~~~j 
I  
I  
I  
I ·  
I  
I  
,  
,  
, . ,  
I  
1 9 8 9 ) .  T h e  a b s e n c e  o f  c e l l  m a c e r a t i o n  b u t  p r e s e n c e  o f  c e l l  p r o t o p l a s t  d i s r u p t i o n  w i t h i n  t h e  
c r o w n  l e s i o n s  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  i s  t h e  a c t i o n  o f  o x a l i c  a c i d ,  r a t h e r  t h a n  p e c t o l y t i c  e n z y m e s .  
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T o l e r a n c e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t o l e r a n c e  o f  t h e  h o s t  t i s s u e  t o  
o x a l i c  a c i d  ( N o y e s  a n d  H a n c o c k ,  1 9 8 1 ;  T u ,  1 9 8 5 ) .  T u ( 1 9 8 9 )  s u p p o r t e d  t h i s  b y  d e m o n s t r a t i n g  
t h a t  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  o f  c e l l s  i n  a  t o l e r a n t  c u l t i v a r  o f  P .  v u l g a r i s  w e r e  m o r e  s t a b l e  a n d  
h a d  g r e a t e r  t o l e r a n c e  t o  o x a l i c  a c i d  t h a n  c e l l  m e m b r a n e s  o f  s u s c e p t i b l e  c u l t i v a r s .  T h e r e f o r e ,  i f  
t h e  b r o w n  r o t  l e s i o n s  i n  R .  a c r i s  c r o w n  t i s s u e s  a r e  c a u s e d  b y  o x a l i c  a c i d ,  t h e n  t h e  t o l e r a n c e  
l e v e l s  o f  c r o w n  t i s s u e s  t o  d i f f u s i o n  a n d  a c t i v i t y  o f  o x a l i c  a c i d  m a y  i n f l u e n c e  t h e  r a t e  o f  l e s i o n  
d e v e l o p m e n t  t h r o u g h  c r o w n s .  T h e  a b s e n c e  o f  i n f e c t i o n  h y p h a e  i n  l a r g e  c r o w n  l e s i o n s  s u g g e s t s  
t h a t  o x a l i c  a c i d  i s  a b l e  t o  d i f f u s e  e x t e n s i v e l y  t h r o u g h  t h e  t i s s u e s  o f  t h e s e  c r o w n s ,  a h e a d  o f  t h e  
h y p h a l  f r o n t .  H o w e v e r ,  m a n y  p l a n t s  w i t h  c r o w n s  e x h i b i t i n g  l a r g e  b r o w n  r o t  l e s i o n s  ( P l a t e  
1 4 A )  w e r e  s t i l l  a b l e  t o  p r o d u c e  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  e x t e n s i v e  c o l o n i s a t i o n  b y  
i n f e c t i o n  h y p h a e  i s  n e c e s s a r y  f o r .  c r o w n  d e a t h  t o  o c c u r .  
I n f e c t e d  c r o w n s  o f  R .  a c r i s  w e r e  n o t  a s s a y e d  f o r  o x a l i c  a c i d  a n d  p e c t o l y t i c  e n z y m e s  b e c a u s e  
t h e  p u r p o s e  o f  t h e s e  s t u d i e s  w a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  o f  l e s i o n  d e v e l o p m e n t  i n  R .  a c r i s  
c r o w n  t i s s u e  i n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  m o r p h o l o g i c a l  b a r r i e r s  t o  i n f e c t i o n .  T h e  p r o c e s s  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n ,  a n d  s y m p t o m s  o f  c e l l  d i s r u p t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c t i v i t y  o f  o x a l i c  
a c i d  a n d  p e c t o l y t i c  e n z y m e s  h a v e  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  ( H a n c o c k ,  1 9 6 6 ;  M a x w e l l  a n d  
L u m s d e n ,  1 9 7 0 ;  L u m s d e n  a n d  D o w ,  1 9 7 3 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 6 ;  L u m s d e n ,  1 9 7 9 ;  N o y e s  a n d  
H a n c o c k ,  1 9 8 1 ;  M a r c i a n o  e t  a i . ,  1 9 8 3 ;  T u ,  1 9 8 5 ;  T u ,  1 9 8 9 ;  G o d o y  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) ,  a n d  w e r e  
a d e q u a t e l y  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  b y  s t a i n i n g  a n d  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  
i n f e c t e d  c r o w n  s e c t i o n s .  
A  c o n s i s t e n t  o b s e r v a t i o n  t h r o u g h o u t  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w a s  t h e  g r e a t e r  r e s i s t a n c e  o f  v a s c u l a r  
t i s s u e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  c o m p a r e d  w i t h  g r o u n d  t i s s u e .  T h i s  w a s  a p p a r e n t  i n  i n f e c t e d  
p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s ,  w h i c h  e x h i b i t e d  e x p o s u r e  o f  i n t a c t  v a s c u l a r  s t r a n d s  ( P l a t e s  3 ,  I 6 A ,  1 6 B ) .  
S i m i l a r  s y m p t o m s  w e r e  r e p o r t e d  b y  M a r c i a n o  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) .  T h e s e  a u t h o r s  i n o c u l a t e d  S .  
s c l e r o t i o r u m  o n t o  H .  a n n u u s  s t e m s  a n d  f o u n d  t h a t  h e a v y  t i s s u e  m a c e r a t i o n  o c c u r r e d  w i t h  
e x p o s u r e  o f  t h e  i n n e r  v a s c u l a r  b u n d l e s .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  i n f e c t i o n  h y p h a e  a n d  c e l l  
m a c e r a t i o n  r a r e l y  d e v e l o p e d  p a s t  t h e  c r o w n ' s  d e n s e  n e t w o r k  o f  v a s c u l a r  b u n d l e s  i n t o  t h e  
i n n e r  c o r t e x  ( E x p e r i m e n t s  5  a n d  6 )  ( P l a t e  I I A )  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  v a s c u l a r  t i s s u e  c o u l d  p l a y  
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a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  l i m i t i n g  t h e  s p r e a d  o f  i n f e c t i o n  w i t h i n  c r o w n s .  T h i s  r e s u l t  a g r e e s  w i t h  
P r i o r  a n d  O w e n  ( 1 9 6 4 ) ,  L u m d s e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  a n d  T a r i q  a n d  J e f f r i e s  ( 1 9 8 5 ,  1 9 8 6 ) ,  w h o  
o b s e r v e d  r e s i s t a n c e  o f  h o s t  v a s c u l a r  t i s s u e s  t o  i n f e c t i o n  b y  S c l e r o t i n i a  s p p .  R e s i s t a n c e  o f  t h e  
v a s c u l a r  b u n d l e s  m a y  b e  d u e  t o  l i g n i f i c a t i o n  o f  t h e  x y l e m  v e s s e l  w a l l ,  s i n c e  l i g n i n  i t s e l f  i s ·  
l a r g e l y  r e s i s t a n t  t o  e n z y m i c  d e g r a d a t i o n  ( C o o k e  a n d  W h i p p s ,  1 9 9 3 ) ,  a n d  t h u s  p r e s e n t s  a  
p h y s i c a l  b a r r i e r  t o  t h e  m a j o r i t y  o f  p l a n t  p a t h o g e n s  ( R i d e  1 9 7 5 ;  V a n c e  e t  a i . ,  1 9 8 0 ;  R o b e r t s e n ,  
1 9 8 6 ) .  
W o u n d i n g  a n d  i n o c u l a t i n g  n o n - e x c i s e d  c r o w n s  p a s t  t h e  v a s c u l a r  l a y e r  d i d  n o t  c a u s e  e x t e n s i v e  
c r o w n  i n f e c t i o n  ( T a b l e  3 . 7 ) ,  b u t  r e s u l t e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  w o u n d  c a l l u s  w i t h  a  t h i c k e n e d ,  
p o s s i b l y  s u b e r i s e d  o r  l i g n i f i e d  o u t e r  l a y e r  a d j a c e n t  t o  t h e  w o u n d  a n d  i n o c u l a t i o n  s i t e  ( P l a t e  
1 5 ) .  T h i s  f o r m e d  a  c o n t i n u o u s  r i n g  a r o u n d  t h e  i n f e c t e d  a r e a .  I n  s o m e  n o n - w o u n d e d  c r o w n s ,  
t h e  d e p o s i t i o n  o f  a  s u b s t a n c e ,  p o s s i b l y  s u b e r i n ,  o c c u r r e d  o n  t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  h e a l t h y  t i s s u e  
s u r r o u n d i n g  l e s i o n s  ( P l a t e  1 3 C ) .  : P a r e n c h y m a  c e l l s  r e t a i n  t h e  a b i l i t y  t o  d i v i d e  w h e n  m a t u r e  
a n d  d e p o s i t  s u b e r i n  a n d  l i g n i n  i n  t h e  c e l l  w a l l s .  T h i s  i s  i m p o r t a n t  i n  w o u n d  r e c o v e r y  a n d  
r e g e n e r a t i o n  ( F a h n ,  1 9 9 0 ) .  F o r  e x a m p l e ,  w o u n d s  i n  t u b e r s  o f  S o l a n u m  t u b e r o s u m  ( L . )  h e a l e d  
b y  d e p o s i t i o n  o f  s u b e r i n  o n  h e a l t h y  c e l l s  a d j a c e n t  t o  t h e  i n j u r e d  s u r f a c e ,  f o l l o w e d  b y  t h e  
f o r m a t i o n  o f  w o u n d  p e r i d e r m  c e l l s  b e n e a t h  t h e  s u b e r i s e d  l a y e r  ( M o r r i s ,  F o r b e s - S m i t h  a n d  
S c r i v e n ,  1 9 8 9 ) .  W o u n d  h e a l i n g  i n  S .  t u b e r o s u m  r e d u c e d  i n f e c t i o n  b y  F u s a r i u m  o x y s p o r u m  
S c h l e c h t .  a n d  E r w i n i a  c a r o t o v o r a  p v .  c a r o t o v o r a  ( M o r r i s  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  h a s  
h i g h l i g h t e d  t h e  c a p a c i t y  o f  c o r t i c a l  p a r e n c h y m a  c e l l s  i n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  t o  h e a l  a f t e r  
w o u n d i n g ,  a n d  p r e v e n t  e n t r y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  
T h e  v e r y  i n n e r  p i t h  t i s s u e  o f  R .  a c r i s  c r o w n s  a p p e a r s  t o  b e  s u s c e p t i b l e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n .  I n  E x p e r i m e n t  7 ,  e x t e n s i v e  r o t t i n g  o f  c r o w n s  o c c u r r e d  a f t e r  w o u n d i n g  a n d  
i n o c u l a t i o n  t o  t h e  i n n e r  c o r t e x  o r  p i t h .  I n  a d d i t i o n ,  i n o c u l a t i o n  o f  e x p o s e d  c o r e s  o f  i n n e r  
c o r t i c a l  t i s s u e  r e s u l t e d  i n  a l m o s t  c o n s i s t e n t  1 0 0  %  i n f e c t i o n  o f  t i s s u e ,  r e g a r d l e s s  o f  w h e t h e r  
t h e y  w e r e  e x c i s e d  f r o m  t h e  r o o t s  a n d  a p e x  o r  n o t  ( T a b l e  3 . 8 ) .  T h e  c e l l s  i n  t h e  i n n e r  c o r t i c a l  
r e g i o n  a r e  l e s s  d e n s e l y  p a c k e d ,  w i t h  m a n y  a i r  s p a c e s .  T h e s e  c e l l s  h a v e  t h i n ,  p r i m a r y  w a l l s  
c o m p o s e d  o f  c e l l u l o s e ,  w i t h o u t  s e c o n d a r y  t h i c k e n i n g  ( P l a t e  1 4 B ) .  T h i s  t i s s u e  m a y  p r e s e n t  l e s s  
r e s i s t a n c e  t o  i n t e r c e l l u l a r  i n f e c t i o n  h y p h a e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( L u m s d e n  a n d  D o w ,  1 9 7 3 )  t h a n  
t h e  d e n s e l y  p a c k e d  c e l l s  i n  t h e  o u t e r  c o r t e x .  
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I n  w h o l e  p l a n t  e x p e r i m e n t s ,  c o m p l e t e  c r o w n  i n f e c t i o n  o f  R .  a c r i s  b y  S .  s c l e r o t i o r u m  m a y  
h a v e  o c c u r r e d  a s  a  r e s u l t  o f  i n f e c t i o n  h y p h a e  g a i n i n g  a c c e s s  t o  t h e  m o r e  o p e n  c e l l u l a r  
s t r u c t u r e  o f  t h e  i n n e r  c o r t e x ,  p e r h a p s  v i a  a n  i n f e c t e d  r o o t  o r  p e t i o l e  s t r a n d ,  w h i c h  a p p e a r e d  t o  
p r o v i d e  t h e  m a j o r  p o i n t s  o f  e n t r y  o f  i n f e c t i o n  i n t o  i n n e r  c r o w n  t i s s u e  ( P l a t e s  8 B ,  8 C ) .  E n t r y  
t o  t h e  i n n e r  c o r t e x  p r o b a b l y  o c c u r r e d  m o r e  b y  c h a n c e ,  r a t h e r  t h a n  b e c a u s e  o f  d i f f e r e n c e s  i n  
r e s i s t a n c e  r e s p o n s e s  b e t w e e n  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  C o m p l e t e  c r o w n  d e c a y  m a y  t h e n  h a v e  
o c c u r r e d  b y  t h e  r a p i d  o u t w a r d  g r o w t h  b y  t h e  p a t h o g e n ,  a f t e r  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  i n f e c t i o n  i n  
t h e  i n n e r  c o r t e x .  L u m s d e n  ( 1 9 7 9 )  s t a t e d  t h a t  n u t r i t i o n  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  
i m p o r t a n t  f a c t o r  d e t e r m i n i n g  t h e  s u c c e s s  o r  f a i l u r e  o f  e s t a b l i s h m e n t  o f  d i s e a s e  i n  t h e  h o s t .  
D e g r a d a t i o n  o f  c e l l u l o s e  a n d  s t a r c h  i n  t h e  i n n e r  c o r t e x  w o u l d  p r o v i d e  a n  a b u n d a n t  c a r b o n  
s o u r c e  f o r  u t i l i z a t i o n  b y  t h e  p a t h o g e n  ( C o o k e  a n d  W h i p p s ,  1 9 9 3 ) ,  t h u s  p r o v i d i n g  e n e r g y  f o r  
t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  m o r e  p e r s i s t e n t  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  c r o w n .  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  e x h i b i t e d  t h e  p o t e n t i a l  t o  i n v a d e  c r o w n s  o f  R .  a c r i s  c o m p l e t e l y ,  b u t  
t h i s  o c c u r r e d  o n l y  r a r e l y ,  p r o b a b l y  b e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t i e s  o f  a c c e s s i n g  t h e  i n n e r  p i t h  
t i s s u e .  M o s t  i n f e c t i o n s  s t o p p e d  a t  t h e  p e r i p h e r a l  c o r t e x  b e c a u s e  o f  t h e  g r e a t e r  c e l l u l a r  
r e s i s t a n c e  i n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  c r o w n ,  a n d  t h e  p o s s i b l e  b a r r i e r  p r o v i d e d  b y  t h e  v a s c u l a r  
t i s s u e s .  T h i s  g a v e  p l a n t s  t i m e  t o  r e s p o n d  b y  p r o d u c i n g  n e w  t i s s u e s  v i g o r o u s l y ,  e n a b l i n g  
r e c o v e r y  a f t e r  i n f e c t i o n .  E x c i s i n g  c r o w n s  a n d  i n o c u l a t i n g  t h e m  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  r e s u l t e d  
i n  r a p i d  a n d  c o m p l e t e  i n f e c t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  h a v e  i m p l i c a t i o n s  f o r  v i r u l e n c e  t e s t i n g  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e s  o n  c r o w n  t i s s u e s .  C r o w n s  o f  i n t a c t  p l a n t s  s h o u l d  b e  u s e d  t o  p r o v i d e  a  
r e a l i s t i c  s y s t e m ,  s o  t h a t  t h e  v i g o u r  o f  e a c h  i s o l a t e  c a n  b e  e v a l u a t e d  a g a i n s t  t h e  f u l l  r a n g e  o f  
c r o w n  d e f e n c e s .  
T h e  r e q u i r e m e n t  f o r  o x y g e n  i s  a  l i m i t i n g  f a c t o r  t o  t h e  g r o w t h  o f  m a n y  f u n g i ,  a n d  o x y g e n  
d e p l e t i o n  i n  a  c l o s e d  e n v i r o n m e n t  i s  a  c o m m o n  o c c u r r e n c e  ( C o o k e  a n d  W h i p p s ,  1 9 9 3 ) .  L a c k  
o f  a v a i l a b l e  o x y g e n  m a y  l i m i t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  w i t h i n  t h e  i n t a c t  c r o w n  o f  R .  a c r i s ,  
s i n c e  t h e  c r o w n  i s  a  d e n s e ,  u n d e r g r o u n d  s t r u c t u r e .  T h e  r a p i d  a n d  c o m p l e t e  d e g r a d a t i o n  o f  
e x c i s e d ,  o r  s e v e r e l y  w o u n d e d  c r o w n s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( E x p e r i m e n t  7 )  m a y  h a v e  b e e n  
i n f l u e n c e d  b y  a  r e a d y  s u p p l y  o f  o x y g e n  i n  t h e i r  e x p o s e d  t i s s u e s  f o r  t h e  s u p p o r t  o f  f u n g a l  
g r o w t h .  
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  l e s i o n s  a l o n g  t h e  f l o w e r i n g  s t e m s  o f  R .  a c r i s  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  
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i n o c u l a t i o n  w a s  l i m i t e d ,  i n  b o t h  a c r o p e t a l  a n d  b a s i p e t a l  d i r e c t i o n s  ( E x p e r i m e n t  8 ) .  I n f e c t i o n  o f  
t h e  e n t i r e  s t e m  · o c c u r r e d  o n l y  a f t e r  i n o c u l a t i o n  o f  a l l  t h e  p e t i o l e  j u n c t i o n s  a l o n g  t h e  s t e m .  
.  C r o w n  i n f e c t i o n  w a s  m i n i m a l  a c r o s s  a l l  t r e a t m e n t s  ( T a b l e  3 . 9 ) .  A l t h o u g h  f l o w e r i n g  s t e m s  
h a v e  a  h o l l o w  c e n t r e ,  s t e m  t i s s u e  i s  d e n s e  a n d  p o s s i b l y  l i g n i f i e d ,  p a r t i c u l a r l y  a t  t h e  b a s e  
w h i c h  p r o b a b l y  p r o v i d e s  s o m e  r e s i s t a n c e  t o  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  c r o w n s  o f  
o l d e r ,  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  h a v e  a  p a r t i c u l a r l y  d e n s e  a n d  t h i c k e n e d  c r o w n  p e r i p h e r a l  
c o r t e x .  T h e r e f o r e ,  f l o w e r i n g  s t e m s  d o  n o t  a c t  a s  a  c o n d u i t  t o  c r o w n  i n f e c t i o n ,  a n d  
r e g e n e r a t i o n  f r o m  c r o w n  b u d s  o c c u r r e d  i n  a l l  t r e a t m e n t s  ( P l a t e s  1 6 ,  1 8 ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  
t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  i n  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  i s  s l o w  a n d  l i m i t e d .  T h i s  i s  
c o n t r a r y  t o  f i e l d  o b s e r v a t i o n s ,  a t  t h e  s t a r t  o f  t h i s  s t u d y ,  o f  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  
s e v e r e l y  i n f e c t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  E v i d e n t l y ,  t h e r e  a r e  o t h e r  f a c t o r s ,  p e r h a p s  l i n k e d  w i t h  
p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s  d u r i n g  t h e  f l o w e r i n g  s e a s o n ,  w h i c h  m a y  w e a k e n  t h e  r e s i s t a n c e  o f  R .  
a c r i s  t o  S . s c l e r o t i o r u m  i n  f a v o u r  o f  i n f e c t i o n .  T h i s  i s  e x p l o r e d  f u r t h e r  i n  C h a p t e r  4 .  
O b s e r v a t i o n s  t h r o u g h o u t  t h e s e  e x p e r i m e n t s  h a v e  s h o w n  t h a t  s h o o t s  g r o w i n g  f r o m  a x i l l a r y  
b u d s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  ( P l a t e s  4 ,  8 )  h a d  t h e  p o t e n t i a l  
t o  r e p r o d u c e  v e g e t a t i v e l y  a n d  d e v e l o p  i n t o  i n d i v i d u a l  p l a n t l e t s  ( K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  
w a s  a n  i m p o r t a n t  r e c o v e r y  r e s p o n s e ,  p a r t i c u l a r l y  a f t e r  s e v e r e  c r o w n  i n f e c t i o n ,  a s  i t  a p p e a r e d  
t h a t  a  s i n g l e  a x i l l a r y  b u d  o n  r e m a i n i n g  c r o w n  t i s s u e  c o u l d  f a c i l i t a t e  p l a n t  s u r v i v a l  ( P l a t e s  4 ,  
8 F ) .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  o f  R .  a c r i s  i n  r e c o v e r y  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n  i s  o n e  f o c u s  o f  C h a p t e r  4 .  
A x i l l a r y  b u d s  f o r m e d  a  c o n t i n u u m  w i t h  t h e  c r o w n  v a s c u l a r  n e t w o r k  ( P l a t e  8 D ) .  I n  a d d i t i o n ,  
s o m e  b u d s  w e r e  o b s e r v e d  g r o w i n g  o u t  f r o m  a  r e g i o n  o f  m e r i s t e m a t i c  a c t i v i t y  c l o s e l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c r o w n  v a s c u l a r  t i s s u e s  ( P l a t e  7 ) .  T h e  c r o w n  v a s c u l a r  t i s s u e s  a r e  
s u r r o u n d e d  b y  c e l l s  d e n s e l y  p a c k e d  w i t h  s t a r c h ,  a n  e s s e n t i a l  s o u r c e  o f  c a r b o h y d r a t e  f o r  
.  g r o w t h .  B u d s  c o n n e c t e d  t o ,  o r  o r i g i n a t i n g  f r o m ,  a  m e r i s t e m a t i c  r e g i o n  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
v a s c u l a r  t i s s u e s  m a y  b e  s h i e l d e d  t o  s o m e  e x t e n t  f r o m  t h e  p a t h o g e n - p r o d u c e d  e n z y m e s  a n d  
t o x i n s ,  a s  t h e  v a s c u l a r  t i s s u e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  r e s i s t  t h e  s p r e a d  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n  ( P l a t e  1 1 ) .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  r e c o v e r y  i s  f a c i l i t a t e d  i n  s e v e r e l y  i n f e c t e d  c r o w n s  o f  
R .  a c r i s  b e c a u s e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  v a s c u l a r  t i s s u e s  i n h i b i t s  i n f e c t i o n  o f  t h e s e  m e r i s t e m a t i c  
z o n e s .  
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R e s i s t a n c e  t o  S c l e r o t i n i a  s p p .  i n  h o s t  t i s s u e s  i s  o f t e n  c h a r a c t e r i s e d  b y  l i m i t e d  l e s i o n  s i z e  
( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ;  T u ,  1 9 8 5 ) .  R e s u l t s  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r e s i s t a n c e  o f  R .  a c r i s  
c r o w n s  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i s  n o t  d u e  t o  o n e  s p e c i f i c  f a c t o r ,  b u t  p o s s i b l y  a  c o m b i n a t i o n  o f  n o n -
s p e c i f i c  d e f e n c e  m e c h a n i s m s ,  l i n k e d  t o  t h e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  t h e  c r o w n ,  w h i c h  
t o g e t h e r  l i m i t  i n f e c t i o n ,  a n d  a l l o w  t h e  p l a n t  t o  r e c o v e r .  
T h e r e  i s  p o t e n t i a l  f o r  f u r t h e r  s t u d y  w h i c h  m i g h t  y i e l d  i n t e r e s t i n g  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  c r o w n  
r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m s .  F i r s t l y ,  r e s i s t a n c e  t o  p a t h o g e n  i n v a s i o n  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  h i g h  
c a l c i u m  c o n t e n t  o f  h o s t  t i s s u e s ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  i n s o l u b l e  s a l t ,  c a l c i u m  
p e c t a t e  ( B a t e m a n ,  1 9 6 4 ) .  T h i s  m a y  b u i l d  u p  a s  t i s s u e s  m a t u r e ,  r e n d e r i n g  t h e m  l e s s  s u s c e p t i b l e  
t o  p e c t i c  e n z y m e  d e g r a d a t i o n ,  a n d  t h e r e f o r e ,  m a c e r a t i o n  ( B a t e m a n ,  1 9 6 4 ;  B a t e m a n  a n d  B e e r ,  
1 9 6 5 ;  B a t e m a n  a n d  L u m s d e n ,  1 9 6 5 ;  B a t e m a n  a n d  M i l l a r ,  1 9 6 6 ;  M i s a g h i ,  1 9 8 2 ;  C h r o m i n s k i ,  
A b i a  a n d  S m i t h ,  1 9 8 7 ;  C o n w a y  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  h y p o t h e s i s  h a s  b e e n  c h a l l e n g e d  
b y  S t o c k w e l l  a n d  H a n c h e y  ( 1 9 8 7 )  a n d  Y a n g ,  T e w a r i  a n d  V e r m a  ( 1 9 9 3 ) .  N o  s t u d y  h a s  y e t  
b e e n  m a d e  o n  c a l c i u m  i n  R .  a c r i s  c r o w n  t i s s u e .  
S e c o n d l y ,  t h e  t i s s u e s  o f  R . a c r i s  c o n t a i n  t h e  g l y c o s i d e ,  r a n u n c u l i n  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 )  w h i c h  
r e l e a s e s  p r o t o a n e m o n i n  o n  c r u s h i n g .  P r o t o a n e m o n i n ,  a n  u n s a t u r a t e d  l a c t o n e ,  i s  r e p o r t e d  t o  b e  
a  p h y t o t o x i c a n t  ( H a r p e r  a n d  S a g a r ,  1 9 5 3 )  a n d  h a s  s h o w n  i n  v i t r o  a c t i v i t y  a g a i n s t  f u n g i  a n d  
b a c t e r i a  ( M a r t i n ,  S a n  R o m a n  a n d  D o m i n g u e z ,  1 9 9 0 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  c o m p o u n d  i s  
c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  c r o w n  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  o t h e r  t i s s u e s  a n d  m a y  r e s t r i c t  i n f e c t i o n  o f  
.  S .  s c l e r o t i o r u m .  
S t u d i e s  i n  t h i s  c h a p t e r  h a v e  h i g h l i g h t e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  c r o w n  r e s i s t a n c e  a n d  i t s  
i m p l i c a t i o n s  f o r  t h e  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  T h e  h i g h  r e g e n e r a t i v e  r a t e  o f  R .  
a c r i s  i s  c r u c i a l  t o  p l a n t  s u r v i v a l  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  a n d  i s  a  f u r t h e r  p o t e n t i a l  l i m i t i n g  f a c t o r  t o  
c o n t r o l  o f  t h i s  w e e d .  T h e  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  v e g e t a t i v e  a n d  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  
i s  t h e  f o c u s  o f  C h a p t e r  4 .  
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C H A P T E R  4  
T H E  R E G E N E R A T I V E  P O T E N T I A L  O F  R .  A C R I S  
4 . 1  I N T R O D U C T I O N  
T h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  i s  t h e  m a j o r  t a r g e t  f o r  a  S .  s c l e r o t i o r u m  m y c o h e r b i c i d e  b e c a u s e  i t  i s  
t h e  p l a n t ' s  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  o r g a n ,  a n d  t h e  s i t e  o f  t h e  r e g e n e r a t i v e  b u d s  ( C h a p t e r  3 ) .  
H o w e v e r ,  t h e  c r o w n  h a s  s h o w n  r e s i s t a n c e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m ,  p r o b a b l y  d u e  t o  a  c o m b i n a t i o n  
o f  n o n - s p e c i f i c  d e f e n c e  m e c h a n i s m s  ( C h a p t e r  3 ) .  C r o w n  r e s i s t a n c e  i s  o n e  o f  t h e  g r e a t e s t  
l i m i t i n g  f a c t o r s  t o  t h e  u s e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a s  a n  i n u n d a t i v e  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  a g e n t  f o r  R .  
a c r i s ,  b e c a u s e  p e r s i s t e n c e  o f  c r o w n  t i s s u e s  a f t e r  i n f e c t i o n  f a c i l i t a t e s  r e c o v e r y  ( C h a p t e r  3 ) .  
A n o t h e r  m a j o r  l i m i t i n g  f a c t o r  i s  t h e  c a p a c i t y  o f  R .  a c r i s  f o r  r a p i d  r e g r o w t h  f o l l o w i n g  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  ( C h a p t e r s  . 2  a n d  3 ) .  C l e a r l y  t h e  r o l e  o f  t h e  c r o w n  i n  t h i s  p r o c e s s  i s  
c r i t i c a l ,  a n d  r e q u i r e s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i f  t h e  o v e r a l l  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i s  t o  b e  
a s s e s s e d .  
T h e  c o m p e t i t i v e  a b i l i t y  a n d  r e g r o w t h  c a p a c i t y  o f  h e r b a c e o u s ,  p e r e n n i a l  p l a n t s  h a s  b e e n  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  b i o m a s s  a n d  o r g a n i c  r e s e r v e  s t a t u s  o f  t h e  u n d e r g r o u n d ,  p e r e n n a t i n g  o r g a n  
( A m y ,  1 9 3 2 ;  P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  T u r n e r ,  1 9 6 9 ;  M o o n e y ,  1 9 7 2 ;  G r i m e ,  1 9 7 9 ;  C y r ,  B e w l e y  a n d  
D u m b r o f f ,  1 9 9 0 ;  H e n s k e n s ,  1 9 9 3 ) .  A c c o r d i n g  t o  v a r i o u s  a u t h o r s ,  i t  i s  t h e  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e  p o o l  w h i c h  p r o v i d e s  t h e  p r i m a r y  s o u r c e  o f  s t o r e d  e n e r g y  i n  p e r e n n i a l  
p l a n t s  f o r  u t i l i s a t i o n  i n  s u p p o r t  o f  r a p i d  g r o w t h  ( A m y ,  1 9 3 2 ;  O k a j i m a  a n d  S m i t h ,  1 9 6 4 ;  
S m i t h ,  P a u l s e n  a n d  R a g u s e ,  1 9 6 4 ;  M o o n e y ,  1 9 7 2 ;  M c W h o r t e r ,  1 9 7 4 ;  L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  
1 9 8 7 ;  H o l t ,  1 9 8 8 ;  B o u h a c h e ,  B o u l e t  a n d  E I  K a r a k h i ,  1 9 9 3 ) .  T y p i c a l l y ,  t h e  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  f r a c t i o n  o f  p l a n t s  i s  c o m p r i s e d  o f  s o l u b l e  s u g a r s ,  s u c h  a s  g l u c o s e ,  f r u c t o s e  a n d  
s u c r o s e ,  a n d  t h e  s t o r a g e  p o l y s a c c h a r i d e s ,  s t a r c h  a n d  f r u c t a n s  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  L e w i s ,  1 9 8 4 ;  
N e l s o n  a n d  S p o l l e n ,  1 9 8 7 ) .  
T h e  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  s t a t u s  o f  t h e  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  o r g a n s  o f  p e r e n n i a l  
p l a n t s  f o l l o w  s e a s o n a l  t r e n d s  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  D e r e g i b u s ,  T r l i c a  a n d  J a m e s o n ,  1 9 8 2 ;  L y m  a n d  
M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 ;  C y r  e t  a I . ,  1 9 9 0 ;  H e n s k e n s ,  1 9 9 3 ) .  N u m e r o u s  s t u d i e s  o f  p e r e n n i a l  w e e d s  
h a v e  f o c u s e d  o n  t h i s  b e c a u s e  o f  t h e  i m p l i c a t i o n s  f o r  w e e d  c o n t r o l .  I f  c o n t r o l  m e a s u r e s  c a n  b e  
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t i m e d  t o  c o i n c i d e  w i t h  p e r i o d s  o f  l o w  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s ,  t h e n  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y ,  a n d  
t h e r e f o r e  p l a n t  s u r v i v a l ,  m a y  b e  r e d u c e d  ( A m y ,  1 9 3 2 ;  B u c h h o l t z ,  1 9 6 2 ;  W i l l i a m s  a n d  F o l e y ,  
1 9 7 6 ;  D e r e g i b u s  e t  a i . ,  1 9 8 2 ;  S t i t e s  a n d  F i c k ,  1 9 8 2 ;  F i c k ,  S t i t e s ,  O h l e n b u s c h  a n d  K i l g o r e ,  
1 9 8 3 ;  L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 ;  P a t r i q u i n ,  1 9 8 8 ;  B o u h a c h e  e t  a l . ,  1 9 9 3 ;  H e n s k e n s ,  1 9 9 · 3 ) .  
G e n e r a l l y ,  c a r b o h y d r a t e s  i n  t h e  s t o r a g e  o r g a n s  o f  p e r e n n i a l  p l a n t s  d e c r e a s e  t o  a  m i n i m u m  i n  
s p r i n g ,  c o r r e s p o n d i n g  w i t h  r a p i d  m o b i l i s a t i o n  o f  r e s e r v e  m a t e r i a l s  f o r  v e g e t a t i v e  g r o w t h  a t  
t h i s  t i m e  o f  y e a r  ( A m y ,  1 9 3 2 ;  P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  J a m e s o n ,  1 9 6 3 ;  H i l l ,  1 9 7 7 ;  M c A l l i s t e r  a n d  
H a d e r l i e ,  1 9 8 5 ) .  A f t e r  t h i s ,  t h e  p a t t e r n  o f  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  u s a g e  a n d  a c c u m u l a t i o n  u n t i l  
t h e  e n d  o f  t h e  g r o w i n g  s e a s o n  t e n d s  t o  v a r y  b e t w e e n  s p e c i e s ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  o f  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e i r  g r o w t h  p a t t e r n s  ( J a m e s o n ,  1 9 6 3 ;  L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 ) .  F o r  e x a m p l e  
A g r o p y r o n  r e p e n s  ( L . )  B e a u v .  ( n o t e :  E l y t r i g i a  r e p e n s  ( L . )  N e v s k i  i s  t h e  c u r r e n t  b o t a n i c a l  
n a m e  i n  N e w  Z e a l a n d ) ,  S o n c h u s  a v e n s i s  ( L . ) ,  E u p h o r b i a  e s u l a  ( L . ) ,  N a s t u r t i u m  a u s t r i a c u m  
( C r a n t z ) ,  C i r s i u m  a r v e n s e  ( L . )  S c o p .  ( A r n y ,  1 9 3 2 ) ,  P t e r i d i u m  a q u i l i n u m  ( L . )  K u h n  ( W i l l i a m s  
a n d  F o l e y ,  1 9 7 6 ) ,  C i c h o r i u m  i n t y b u s  ( L . )  a n d  T a r a x a c u m  o f f i c i n a l e  ( L . )  ( C y r  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  
h a v e  a  s t e a d y  a c c u m u l a t i o n  o f  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  i n  t h e i r  r e s e r v e  o r g a n s  a f t e r  t h e  o n s e t  
o f  f l o w e r i n g ,  d u e  t o  r e p l e n i s h m e n t  f r o m  p h o t o s y n t h e s i s .  B y  c o n t r a s t ,  M c A l l i s t e r  a n d  H a d e r l i e  
( 1 9 8 5 )  f o u n d  t h a t  a l t h o u g h  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  r o o t s  o f  C .  a r v e n s e  r e a c h e d  a  
m a x i m u m  v a l u e  o f  2 6  %  i n  t h e  l a t e  a u t u m n ,  l e v e l s  d i d  n o t  i n c r e a s e  c o n s i s t e n t l y  d u r i n g  t h e  
s u m m e r  m o n t h s  .  
.  T o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  r o o t s  o f  S o l a n u m  e l a e a g n i f o l i u m  C a v .  w e r e  l o w e s t  a t  
f l o w e r  b u d  f o r m a t i o n ,  a n d  a c c u m u l a t e d  b e t w e e n  f l o w e r i n g  a n d  f r u i t  f o r m a t i o n  ( B o u h a c h e  e t  
a l . ,  1 9 9 3 ) .  O t h e r  p e r e n n i a l s ,  f o r  i n s t a n c e  S o r g h u m  h a l e p e n s e  ( L . )  P e r s .  ( M c W h o r t e r ,  1 9 7 4 ) ,  
m a y  h a v e  a  s e c o n d  m i n i m u m  i n  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  f o l l o w i n g  s u m m e r  a c c u m u l a t i o n ,  d u e  
t o  t h e  c a r b o h y d r a t e  r e q u i r e m e n t s  o f  s e e d  o r  f r u i t  f o r m a t i o n  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  J a m e s o n ,  1 9 6 3 ) .  
T o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  R o s a  m u l t i f l o r a  T h u n b .  r o o t s  d e c l i n e d  i n  t h e  l a t e  
s u m m e r  ( F i c k  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  H o w e v e r ,  s o m e t i m e s  s e e d  o r  f r u i t  s e t  c o i n c i d e s  w i t h  a  h i g h  p o i n t  
i n  c a r b o h y d r a t e  a c c u m u l a t i o n  ( J a m e s o n ,  1 9 6 3 ) .  G e n e r a l l y ,  a u t u m n  a n d  w i n t e r  a r e  a s s o c i a t e d  
w i t h  m a x i m u m  l e v e l s  o f  s t o r e d  r e s e r v e s  a s  s e n e s c e n c e  o f  s u m m e r  f o l i a g e  c o n t r i b u t e s  t o  
m o b i l i s a t i o n  o f  n u t r i e n t s  t o  r e s e r v e  o r g a n s  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  C y r  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  
T h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  i s  d e n s e l y  p a c k e d  w i t h  s t a r c h  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) ,  w h i c h  a p p e a r s  t o  b e  a  
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p r i n c i p a l  s t o r a g e  c o m p o n e n t  o f  m a n y  p e r e n n i a l  s p e c i e s  f r o m  d i c o t y l e d o n  f a m i l i e s  ( P r i e s t l y ,  
1 9 6 2 ;  L e w i s ,  1 9 8 4 ) .  T h e  c r o w n  i s  p r o b a b l y  t h e  m a i n  s t o r a g e  o r g a n  o f  R .  a c r i s ,  a l t h o u g h  r o o t s  
m a y  b e  a n  a d d i t i o n a l  s i t e  o f  s t a r c h  s t o r a g e  i n  t h e  a u t u m n  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) .  A  s t u d y  o f  t h e  
b i o m a s s  p a r t i t i o n i n g  a n d  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  R .  a c r i s  a t  v a r i o u s  
p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g  m a y  i n d i c a t e  p e r i o d s  o f  c r o w n  d e p l e t i o n .  I f  
c r o w n  d e p l e t i o n  o c c u r s ,  i t  m a y  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  f o l l o w i n g  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n .  I n  a  f i e l d  e n v i r o n m e n t ,  t h i s  c o u l d  e n a b l e  o t h e r  p a s t u r e  s p e c i e s  t o  
c o m p e t e  s u c c e s s f u l l y  f o l l o w i n g  m y c o h e r b i c i d e  a p p l i c a t i o n  a t  t h i s  t i m e .  
R a n u n c u l u s  a c r i s  i s  n o t  d o r m a n t  d u r i n g  t h e  w i n t e r  b u t  e x i s t s  a s  a  r o s e t t e  o f  s m a l l  l e a v e s  
( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) .  I n  t h e  e a r l y  s p r i n g  t h e r e  i s  r a p i d  p r o d u c t i o n  o f  n e w  f o l i a g e .  T h i s  c a u s e s  t h e  
s t a r c h  r e s e r v e s  t o  b e  d e p l e t e d  a n d  d i s a p p e a r  f r o m  t h e  c r o w n  w h i c h  m a y  r o t  a w a y  b y  t h e  t i m e  
o f  f l o w e r i n g  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  c r o w n  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  a r e  u t i l i s e d  
d u r i n g  s p r i n g  g r o w t h  o f  R .  a c r i s ,  a n d  t h a t  e a r l y  f l O W e r i n g  m a y  b e  a  p h a s e  i n  t h e  a n n u a l  c y c l e  
o f  R .  a c r i s  w h e n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  m a y  b e  h i g h .  S a r u k h a n  ( 1 9 7 6 )  s t u d i e d  
e n e r g y  a l l o c a t i o n  i n  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  i n  W a l e s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  r o o t  t i s s u e  o f  
R .  a c r i s  c o n t r i b u t e d  a  s u b s t a n t i a l  a m o u n t  t o  t o t a l  p l a n t  b i o m a s s ,  a n d  i t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  
r o o t s  m a y  h a v e  a  r o l e  i n  f o o d  s t o r a g e .  S a r u k h a n  ( 1 9 7 6 )  a p p e a r s  t o  h a v e  t e r m e d  a l l  b e l o w -
g r o u n d  t i s s u e ,  i n c l u d i n g  t h e  c r o w n ,  a s  r o o t s .  T h e  b i o m a s s  o f  " r o o t "  t i s s u e  i n  n a t u r a l  
p o p u l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  d i p p e d  t o  a  m i n i m u m  a f t e r  t h e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ,  b e f o r e  i n c r e a s i n g  
l a t e r  i n  t h e  f l o w e r i n g  p e r i o d  ( S a r u k h a n ,  1 9 7 6 ) .  
S a r u k h a n  a n d  H a r p e r  ( 1 9 7 3 )  s t u d i e d  t h e  d e m o g r a p h y  o f  R .  a c r i s  i n  W a l e s ,  a n d  f o u n d  t h a t  t h e  
m a j o r  p e r i o d  o f  m o r t a l i t y  i n  m a t u r e  p o p u l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  o c c u r r e d  d u r i n g  s p r i n g  a n d  e a r l y  
s u m m e r .  T h i s  c o i n c i d e d  w i t h  r a p i d  r e s e r v e  d e p l e t i o n  a n d  s t r o n g  c o m p e t i t i o n  f r o m  o t h e r  
p a s t u r e  s p e c i e s .  S a r u k h a n  ( 1 9 7 6 )  a l s o  r e p o r t e d  a  c o n s p i c u o u s  p o s t - r e p r o d u c t i v e  p e a k  o f  
m o r t a l i t y  i n  R .  a c r i s .  F l o w e r i n g  o f  R .  a c r i s  n o r m a l l y  c o n t i n u e s  f o r  t w o  m o n t h s ,  a l t h o u g h  t h i s  
d e p e n d s  o n  g e o g r a p h i c  l o c a t i o n  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) .  I n  t h e  G o l d e n  B a y  r e g i o n  o f  N e w  Z e a l a n d ,  
a p p r o x i m a t e l y  5  %  o f  p l a n t s  w e r e  o b s e r v e d  f l o w e r i n g  t h r o u g h o u t  a  w i n t e r  w i t h  f e w  f r o s t s  a n d  
h i g h e r  t h a n  a v e r a g e  t e m p e r a t u r e s  ( B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  I n  N e w  Z e a l a n d ,  c r o w n  r e s e r v e  
r e p l e n i s h m e n t  a n d  g r o w t h  t a k e s  p l a c e  o v e r  t h e  s u m m e r  a n d  a u t u m n ,  a f t e r  t h e  p e a k  o f  
f l o w e r i n g  ( B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  T h e r e f o r e ,  a u t u m n  a n d  w i n t e r  a r e  p r o b a b l y  p e r i o d s  o f  h i g h  
r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  i n  R .  a c r i s .  
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V e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  a p p e a r e d  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  
m e c h a n i s m  b y  w h i c h  R .  a c r i s  s u r v i v e d  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  ( C h a p t e r  3 ) .  V e g e t a t i v e  
r e p r o d u c t i o n  i s  d e s c r i b e d  b y  K i g a l  a n d  K o l l e r  ( 1 9 8 5 )  a s  " t h e  a s e x u a l  a r i s a l  o f  n e w ,  i n d i v i d u a l  
p l a n t s  w h e n  m o d i f i e d  a p i c a l ,  a x i l l a r y  o r  a d v e n t i t i o u s  b u d s  g r o w  i n t o  a u t o n o m o u s ,  
a d v e n t i t i o u s l y  r o o t e d  e r e c t ,  l e a f y  s h o o t s  w h i c h  e v e n t u a l l y  b e c o m e  s e p a r a t e d  f r o m  e a c h  o t h e r " .  
A x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  d e v e l o p e d  i n t o  p l a n t l e t s  w i t h  i n d i v i d u a l  c r o w n  a n d  
a d v e n t i t i o u s  r o o t  s y s t e m s .  L e a f  p r o d u c t i o n  b y  i n d i v i d u a l  p l a n t l e t s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  t h e  
r e g r o w t h  p o t e n t i a l  o f  i n f e c t e d  p l a n t s  ( C h a p t e r  3 ) .  T h i s  w a s  c r u c i a l  t o  p l a n t  s u r v i v a l ,  
p a r t i c u l a r l y  w h e n  t h e  m a i n  c r o w n  a p e x  w a s  r o t t e d  a n d  u n a b l e  t o  p r o d u c e  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  
( C h a p t e r  3 ) .  
T h e  c a p a c i t y  o f  a  p l a n t  f o r  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  i s  o f  g r e a t  s i g n i f i c a n c e  t o  w e e d i n e s s  ( H o l t ,  
1 9 8 8 )  a n d  i s  i n f l u e n c e d  b y  s e a s o n a l i t y  ( K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ) .  M a n y  w e e d s  e x h i b i t  m i n i m a l  
c a p a c i t y  f o r  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  i n  l a t e  s p r i n g  a n d  e a r l y  s u m m e r  w h e n  f l o w e r i n g  a n d  s e e d  
s e t  o c c u r ,  a n d  a t  w h i c h  t i m e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  m a y  r e a c h  t h e i r  l o w e s t  l e v e l s  ( K i g a l  a n d  
K o l l e r ,  1 9 8 5 ) .  M c A l l i s t e r  a n d  H a d e r l i e  ( 1 9 8 5 )  f o u n d  t h a t  a d v e n t i t i o u s  b u d  g r o w t h  o n  r o o t s  o f  
C .  a r v e n s e  w a s  h i g h e s t  d u r i n g  l a t e  a u t u m n  a n d  w i n t e r  f o l l o w i n g  a e r i a l  s h o o t  d e a t h ,  a n d  t h a t  
t h i s  c o i n c i d e d  w i t h  m a x i m u m  l e v e l s  o f  r o o t  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s .  
H a r p e r  ( 1 9 5 7 ) ,  S a r u k h a n  a n d  H a r p e r  ( 1 9 7 3 ) ,  a n d  S a r u k h a n  ( 1 9 7 4 )  r e p o r t e d  t h a t  a l t h o u g h  t h e  
m a j o r  f o r m  o f  r e p r o d u c t i o n  i s  b y  s e e d ,  R .  a c r i s  w i l l  r e p r o d u c e  v e g e t a t i v e l y  i n  t h e  a u t u m n ,  
a l b e i t  o n l y  s p a r s e l y .  T h i s  o c c u r s  v i a  a  s m a l l  b r a n c h  o f  t h e  r h i z o m e  ( c r o w n )  w h i c h  d e v e l o p s  
i n t o  a  n e w  v e g e t a t i v e  p l a n t  ( p l a n t l e t )  o n l y  a  f e w  m i l l i m e t r e s  f r o m  t h e  p a r e n t .  B y  t h e  
f o l l o w i n g  s p r i n g  t h e s e  p l a n t l e t s  a r e  f u l l y  e s t a b l i s h e d ,  s e p a r a t i n g  f r o m  t h e  p a r e n t  a s  t h e  
r h i z o m a t o u s  c o n n e c t i o n  d e c a y s .  O v e r  t h e  y e a r s ,  t h i s  p r o c e s s  l e a d s  t o  t i g h t l y  c l u m p e d  c o l o n i e s  
o f  t h r e e  t o  s i x  p l a n t s  ( S a r u k h a n  a n d  H a r p e r ,  1 9 7 3 ) .  B r o w n  ( 1 9 9 3 )  o b s e r v e d  t h a t  p r o l i f i c  
v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  o f  R .  a c r i s  o c c u r r e d  i n  t h e  G o l d e n  B a y  r e g i o n  o f  N e w  Z e a l a n d  d u r i n g  
s u m m e r / a u t u m n ,  w i t h  e a c h  c r o w n  a b l e  t o  p r o d u c e  u p  t o  t h r e e  n e w  p l a n t s .  S e a s o n a l  t r e n d s  o f  
v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  i n  R .  a c r i s  m a y  s t r o n g l y  i n f l u e n c e  s u r v i v a l  p o t e n t i a l  a f t e r  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n .  
S e v e r a l  r e s e a r c h e r s  h a v e  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  d e f o l i a t i o n  o n  p e r e n n i a l  w e e d s  i n  r e l a t i o n  t o  
t h e i r  c o n t r o l  ( D e x t e r ,  1 9 3 6 ;  T u r n e r ,  1 9 6 9 ;  H i d a k a ,  1 9 7 3 ;  M c W h o r t e r ,  1 9 7 4 ;  H o g g  a n d  
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L i e f f e r s ,  1 9 9 1 ;  H e n s k e n s ,  1 9 9 3 ) .  R e g u l a r  d e f o l i a t i o n  o f  p e r e n n i a l  p l a n t s  r e d u c e s  p l a n t  
b i o m a s s ,  d e p l e t e s  t h e  l e v e l s  o f  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  o r g a n s ,  a n d  
r e d u c e s  t h e  p l a n t ' s  c a p a c i t y  f o r  r e g r o w t h  ( D e x t e r ,  1 9 3 6 ;  B u c h h o l t z ,  1 9 6 2 ;  J a m e s o n ,  1 9 6 3 ;  
D a v i d s o n  a n d  M i l t h o r p e ,  1 9 6 6 ;  T u r n e r ,  1 9 6 9 ;  H i d a k a ,  1 9 7 3 ;  D e r e g i b u s  e t  a i . ,  1 9 8 2 ;  H o l t ,  .  
1 9 8 8 ;  H e n s k e n s ,  1 9 9 3 ) .  
A v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  a r e  u t i l i s e d  f o r  s u r v i v a l  a n d  r e g r o w t h  a f t e r  d e f o l i a t i o n ,  a t  w h i c h  t i m e  
c a r b o h y d r a t e  u s a g e  u s u a l l y  e x c e e d s  p h o t o s y n t h e s i s  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  S m i t h  e t  a i . ,  1 9 6 4 ;  
M o o n e y ,  1 9 7 2 ;  M c W h o r t e r ,  1 9 7 4 ;  T e a g u e ,  1 9 8 9 ;  B a u r - H o c h ,  M a c h l e r  a n d  N o s b e r g e r ,  1 9 9 0 ) .  
C a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  b e c o m e  d e p l e t e d  w h e n  t h e s e  p l a n t s  a r e  d e f o l i a t e d  a t  i n t e r v a l s  w h i c h  d o  
n o t  a l l o w  t h e  e x p o r t  o f  p h o t o s y n t h a t e s  t o  t h e  p e r e n n a t i n g  o r g a n s  ( T u r n e r ,  1 9 6 9 ) .  H e n s k e n s  
( 1 9 9 3 )  f o u n d  t h a t  e x p o r t  o f  t o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  ( T N C )  f r o m  l e a v e s  t o  r o o t s  o f  
A c h i l l e a  m i l l e f o l i u m  ( L . )  w a s  r e - e s t a b l i s h e d  2 0  d a y s  a f t e r  d e f o l i a t i o n .  T h e  r e c o m m e n d e d  
d e f o l i a t i o n  i n t e r v a l  f o r  r e s e r v e  d e p l e t i o n  i n  A .  r e p e n s  w a s  1 0 - 1 4  d a y s  ( T u r n e r ,  1 9 6 9 ) .  
D e x t e r  ( 1 9 3 6 )  f o u n d  t h a t  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  o f  A .  r e p e n s  r e s u l t e d  i n  d e c r e a s e d  r o o t  r e s e r v e s  
a n d  y i e l d s  o f  f o l i a g e .  T o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  r o o t s  o f  R u m e x  o b t u s i f o l i u s  ( L . )  
w a s  r e d u c e d  f r o m  3 7  %  t o  8  %  a n d  3  %  a s  a  r e s u l t  o f  c u t t i n g  a t  a  t w o - w e e k  i n t e r v a l  a n d  a  
o n e - w e e k  i n t e r v a l ,  r e s p e c t i v e l y ,  o v e r  a  f o u r  w e e k  p e r i o d  ( H i d a k a ,  1 9 7 3 ) .  H i d a k a  ( 1 9 7 3 )  
c o n c l u d e d  t h a t  r e g r o w t h  a f t e r  c u t t i n g  d e p e n d e d  m a i n l y  o n  t h e  r o o t  r e s e r v e s .  H e n s k e n s  ( 1 9 9 3 )  
f o u n d  t h a t  E .  r e p e n s ,  A .  m i l l e f o l i u m ,  a n d  C .  a r v e n s e  u t i l i s e d  s u b t e r r a n e a n  r e s e r v e s  t o  s u p p o r t  
.  r e g r o w t h  i m m e d i a t e l y  a f t e r  d e f o l i a t i o n ,  t h u s  r e s u l t i n g  i n  d e p l e t i o n  o f  s u b t e r r a n e a n  t o t a l  n o n -
s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  ( T N C )  r e s e r v e s .  T h e  r e s p o n s e  o f  R .  a c r i s  t o  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  m a y  
p r o v i d e  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  p o t e n t i a l  o f  i n t e g r a t e d  w e e d  c o n t r o l  s t r a t e g i e s .  
I n  a d d i t i o n  t o  r e s e r v e  s t a t u s ,  t h e  r e g r o w t h  c a p a c i t y  o f  p e r e n n i a l  w e e d s  w i l l  b e  i n f l u e n c e d  b y  
t h e  n u m b e r  o f  b u d s  o n  t h e  p e r e n n a t i n g  o r g a n ,  a n d  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  p l a n t  t i s s u e s  f o r  
a d v e n t i t i o u s  s h o o t  p r o d u c t i o n  ( K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ) .  B u c h h o l t z  ( 1 9 6 2 )  a t t r i b u t e d  t h e  
v i g o r o u s  a n d  p e r s i s t e n t  q u a l i t i e s  o f  A .  r e p  e n s  t o  i t s  a b u n d a n t  s u p p l y  o f  i n a c t i v e  b u d s ,  a s  w e l l  
a s  t o  i t s  l a r g e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e .  T h e  v i g o u r  o f  C .  a r v e n s e  i s  a i d e d  b y  i t s  c a p a c i t y  f o r  
a d v e n t i t i o u s  s h o o t  p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  r o o t s  ( B o u r d o t  e t  a i . ,  1 9 9 3 ) .  C i r s i u m  a r v e n s e  c a n  
i n i t i a t e  n e w  b u d s  a n d  s h o o t  g r o w t h  a t  a n y  t i m e  o f  t h e  y e a r ,  f o l l o w i n g  r e m o v a l  o f  e x i s t i n g  
s h o o t s  ( M c A l l i s t e r  a n d  H a d e r I i e ,  1 9 8 5 ) .  
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T h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  h a s  m a n y  e x t r e m e l y  s h o r t  i n t e r n o d e s ,  e a c h  b e a r i n g  a n  a x i l l a r y  b u d  
w h i c h  m a y  r e m a i n  d o r m a n t  u n t i l  a c t i v a t e d  b y  t h e  d e a t h  o f  i t s  a s s o c i a t e d  l e a f  ( C h a p t e r  3 ) .  
T h e r e f o r e ,  R .  a c r i s  p l a n t s  c o n s i s t i n g  o f  a  d e n s e  c l u s t e r  o f  m a n y  c r o w n s  c o n t a i n  a  c o n s i d e r a b l e  
n u m b e r  o f  p o t e n t i a l  r e g r o w t h  s i t e s .  T h e s e  m a y  b e c o m e  d e p l e t e d  a f t e r  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n , '  
t h u s  r e d u c i n g  t h e  r e g r o w t h  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s .  
T h e  r e s o u r c e s  o f  R .  a c r i s  f o r  r e g e n e r a t i o n ,  a f t e r  h a v i n g  c o m m i t t e d  i t s  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  
c r o w n  f o r  r e g r o w t h ,  a r e  u n k n o w n .  I n  C h a p t e r  3 ,  b u d  p r i m o r d i a  e m e r g e d  f r o m  t h e  v a s c u l a r  
t i s s u e s  ( P l a t e  7 ) ,  b u t  w h e t h e r  t h e s e  w e r e  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  o r  s h o o t s  w a s  u n k n o w n .  
A d v e n t i t i o u s  b u d s  m a y  a r i s e  f r o m  a  v a r i e t y  o f  p l a n t  o r g a n s  a n d  t i s s u e s  a s  a  n o r m a l  p a r t  o f  t h e  
g r o w t h  p r o c e s s ,  o r  i n  r e s p o n s e  t o  i n j u r y  ( K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ) .  T o  t e s t  w h e t h e r  R .  a~ris i s  
c a p a b l e  o f  a d v e n t i t i o u s  r e p r o d u c t i o n ,  p l a n t s  m u s t  b e  f o r c e d  i n t o  c o m m i t t i n g  t h e  m a j o r i t y  o f  
t h e  c r o w n  b u d s  t o  r e g r o w t h .  T h i s  w i l l  o n l y  o c c u r  u p o n  r e m o v a l  o f  c o r r e l a t i v e  i n h i b i t i o n  
a s s o c i a t e d  w i t h  a p i c a l  d o m i n a n c e ,  a  p h e n o m e n o n  o f  w i d e s p r e a d  o c c u r r e n c e  t h r o u g h o u t  t h e  
p l a n t  k i n g d o m  ( P h i l i p s ,  1 9 6 9 ) .  M o s t  s t u d i e s '  o n  a p i c a l  d o m i n a n c e  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  u s i n g  
h e r b a c e o u s  d i c o t y l e d o n o u s  s p e c i e s ,  a n d  a p i c a l  d o m i n a n c e  h a s  b e e n  f o u n d  i n  r h i z o m e s  a n d  
c o r m s  a s  w e l l  a s  i n  a e r i a l  s h o o t s  ( P h i l i p s ,  1 9 6 9 ) .  A x i l l a r y  b u d  e l o n g a t i o n  i n  R .  a c r i s  m a y  b e  
e n h a n c e d  b y  a p p l i c a t i o n  o f  e x o g e n o u s  g i b e r e l l i c  a c i d  ( T a m a s ,  1 9 8 7 )  t h u s  c a u s i n g  m o r e  r a p i d  
r e s e r v e  d e p l e t i o n  a n d  i n c r e a s i n g  s t r e s s  i n  t h e  p l a n t s .  T h i s  s h o u l d  s t i m u l a t e  R .  a c r i s  i n t o  
u t i l i s i n g  a l l  a v a i l a b l e  s u r v i v a l  m e c h a n i s m s .  A n  a n a t o m i c a l  s t u d y  o f  r e g e n e r a t i o n  i n  s e v e r e l y  
s t r e s s e d  R .  a c r i s  c r o w n s  m a y  e n a b l e  d e t e c t i o n  o f  a d v e n t i t i o u s  s h o o t  p r o d u c t i o n .  
T h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  i s  v i t a l  t o  i t s  s u r v i v a l  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n ,  
s i n c e  t h e  p a t h o g e n  n o r m a l l y  c a u s e s  c o m p l e t e  d e f o l i a t i o n  o f  v e g e t a t i v e  p l a n t s  ( C h a p t e r s  2  a n d  
3 ) .  A  g r e a t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  R .  a c r i s ,  a s  a f f e c t e d  b y  s e a s o n a l i t y  
a n d  d e f o l i a t i o n ,  m a y  i n d i c a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  m y c o h e r b i c i d e  c o n t r o l  o f  t h i s  w e e d  a t  v a r i o u s  
s t a g e s  d u r i n g  t h e  y e a r ,  a n d  t h e  p o s s i b l e  u s e  o f  i n t e g r a t e d  c o n t r o l  m e a s u r e s .  T h e  e x p e r i m e n t s  
r e p o r t e d  i n  t h i s  c h a p t e r  h a d  t h e  f o l l o w i n g  o b j e c t i v e s :  
1 .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  a  p e r i o d  o f  d e p l e t i o n  o f  c r o w n  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  
o c c u r s  i n  R .  a c r i s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g ,  a n d  h o w  t h i s  m a y  b e  l i n k e d  w i t h  w h o l e  p l a n t  
b i o m a s s  p a r t i t i o n i n g .  
2 .  T o  q u a n t i f y  t h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  a t  d i f f e r e n t  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s ,  a f t e r  
i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
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3 .  T o  t e s t  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  r e g e n e r a t i n g  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s  t o  S .  s c l e r o t i o r u m ,  
4 .  T o  a s s e s s  t h e  e f f e c t  o f  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  o n  r e g e n e r a t i o n ,  c r o w n  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s ,  
a n d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m ,  o f  f l o w e r i n g  a n d  v e g e t a t i v e  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  
4 . 2  M E T H O D S  
4 . 2 . 1  G e n e r a l  m e t h o d s  
P l a n t s  o f  R .  a c r i s  w e r e  g r o w n  f r o m  s e e d  i n  a  g l a s s h o u s e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  T h e  
i n o c u l u m  u s e d  w a s  a i r - d r i e d ,  g r o u n d  k i b b l e d  w h e a t  i n f e s t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e  S  1 3 ,  
p r e p a r e d  a ' s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 1 .  
S t a r c h  c o n t e n t  o f  R .  a c r i s  c r o w n  t i s s u e  c o n s t i t u t e d  b e t w e e n  5 1  a n d  7 2  %  o f  t o t a l  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  i n  e i g h t  c r o w n s  s a m p l e d  ( A p p e n d i x  V ) .  T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  s t a r c h  a p p e a r s  t o  b e  
a  m a j o r  s t o r a g e  c a r b o h y d r a t e  o f  R .  a c r i s ,  a s  s u g g e s t e d  b y  H a r p e r  ( 1 9 5 7 ) ,  o t h e r  c a r b o h y d r a t e s ,  
s u c h  a s  s o l u b l e  s u g a r s  a n d  p o s s i b l y  f r u c t a n s ,  c o n t r i b u t e  s u b s t a n t i a l l y  t o  t h e  c r o w n  
c a r b o h y d r a t e  p o o l .  I n  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e ,  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  w e r e  
a s s a y e d  t o  e n a b l e  a  m o r e  c o m p r e h e n s i v e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  c r o w n  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  
a v a i l a b l e  t o  s u p p o r t  n e w  g r o w t h  t h a n  i s  g i v e n  b y  s t a r c h  m e a s u r e m e n t  a l o n e  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  
L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 ) .  
4 . 2 . 2  A v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  a n a l y s i s  
,  C r o w n s  w e r e  a s s a y e d  f o r  t o t a l  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  ( w h i c h  i n c l u d e s  s t a r c h  a n d  s o l u b l e  
s u g a r s )  u s i n g  e n z y m i c  a n d  a c i d  h y d r o l y s i s  a n d  t h e  p - h y d r o x y b e n z o i c  m e t h o d  ( P A H B A H )  
d e v e l o p e d  a s  a n  i n - h o u s e  m e t h o d  b y  t h e  A g R e s e a r c h  G r a s s l a n d s  R e s e a r c h  C e n t r e ,  A n a l y t i c a l  
L a b o r a t o r y ,  P a l m e r s t o n  N o r t h .  T h e  m e t h o d  i s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h a t  d e s c r i b e d  b y  S o u t h g a t e  
( 1 9 7 6 )  a n d  B l a k e n e y  a n d  M u t t o n  ( 1 9 8 0 ) .  
T w o  e n z y m e  s o l u t i o n s  w e r e  u s e d .  E n z y m e  s o l u t i o n  I  c o n t a i n e d  2 . 5  m l  o f  a l p h a  a m y l a s e  
( S i g m a  C h e m i c a l s )  m a d e  u p  t o  2 0 0  m l  w i t h  s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  ( 0 . 1  M ,  p H  5 . 2 ) .  T h i s  w a s  
s t o r e d  i n  a  5 0 ° C  w a t e r  b a t h .  E n z y m e  s o l u t i o n  I I  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  1 2  m l  o f  w a t e r  t o  
1 . 2  g  o f  p a n c r e a t i n  ( S i g m a  C h e m i c a l s ) ,  a n d  t h e  s o l u t i o n  m i x e d  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n u t e s  ( 1 0 0 0  r e v o l u t i o n s  p e r  m i n u t e ) ,  a n d  2 . 5  m l  o f  
a m y l o g l u c o s i d a s e  ( S i g m a  C h e m i c a l s )  a d d e d  t o  1 0  m l  o f  t h e  s u p e r n a t a n t .  T h i s  w a s  m i x e d  a n d  
1 0 7  
s t o r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
W h o l e  c r o w n s  w e r e  g r o u n d  t o  a  f i n e  h o m o g e n o u s  p o w d e r .  A p p r o x i m a t e l y  1 0 0  m g  s a m p l e s  o f  
e a c h  c r o w n  w e r e  m i x e d  w i t h  0 . 4  m l  o f  d i m e t h y l s u l p h o x i d e  ( D M S O )  i n  c a p p e d  t u b e s  a n d  
p l a c e d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  3 0  m i n u t e s .  T h e n  1 . 6  m l  o f  e n z y m e  s o l u t i o n  I  w a s  a d d e d .  
S a m p l e s  w e r e  m i x e d ,  r e p l a c e d  i n  t h e  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  t h e n  r e m o v e d  t o  a  
5 0  D C  w a t e r  b a t h  f o r  3  m i n u t e s ,  a f t e r  w h i c h  1 0 0  I I I  o f  e n z y m e  s o l u t i o n  I I  w a s  a d d e d .  S a m p l e s  
w e r e  i n c u b a t e d  a t  5 0  D C  f o r  3 0  m i n u t e s .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  b o i l i n g  w a t e r  
b a t h  f o r  1 0  m i n u t e s .  
S t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  c o n t a i n i n g  0 . 4  m l  o f  D M S O ,  0 . 6  m l  o f  w a t e r ,  a n d  1  m l  o f  g l u c o s e  
s t o c k  ( 1 0  m g / m l ) .  T h e  s a m p l e s  w e r e  c o o l e d  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  4 0 0  I I I  o f  b a r i u m  
h y d r o x i d e  s o l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e s  a n d  s t a n d a r d  s o l u t i o n s .  T h e s e  w e r e  v o r t e x  m i x e d ,  
1 0 0  I I I  o f  z i n c  s u l p h a t e  s o l u t i o n  a d d e d  a n d  v o r t e x  m i x e d  a g a i n .  N e x t ,  7 . 5  m l  o f  a b s o l u t e  
e t h a n o l  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  a n d  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  m i x e d  a n d  l e f t  t o  s t a n d  f o r  3 0  
m i n u t e s  i n  i c e d  w a t e r .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  t o  o b t a i n  a  c l e a r  s u p e r n a t a n t .  N e x t ,  1 0 0  
I I I  o f  e a c h  s u p e r n a t a n t  a n d  s t a n d a r d  s o l u t i o n  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 0  m l  c a p p e d  t u b e  a n d  2 0 0  
I I I  o f  0 . 5  M  H C l  a d d e d .  T h e s e  w e r e  p l a c e d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  3 0  m i n u t e s .  
T h e  t u b e s  w e r e  c o o l e d  a n d  2  m l  o f  p - h y d r o x y b e n z o i c  a c i d  h y d r a z i d e  ( P  A H B A H )  r e a g e n t  
a d d e d  w h i c h  c o n t a i n e d  0 . 5  g  p e r  1 0 0  m l  o f  a l k a l i n e  d i l u e n t  ( T h e  a l k a l i n e  d i l u e n t  c o n t a i n e d  
1 4 . 7 0 4  g / l i t r e  o f  t r i s o d i u m  c i t r a t e ,  2 . 2  g / l i t r e  o f  c a l c i u m  c h l o r i d e ,  a n d  2 0  g / l i t r e  o f  s o d i u m  
h y d r o x i d e ) .  T h e  c o n t e n t s  w e r e  v o r t e x  m i x e d ,  a n d  h e a t e d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  6  
m i n u t e s .  T h e  t u b e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  w a t e r  b a t h ,  c o o l e d  a n d  4  m l  o f  w a t e r  a d d e d .  T h e  
a b s o r b a n c e  o f  e a c h  s o l u t i o n  w a s  r e a d  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  4 2 0  n m  a g a i n s t  a  r e a g e n t  b l a n k  
u s i n g  a  C e c i l  s i n g l e  b e a m  U V  - V I S  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  ( A C )  i n  e a c h  s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n .  
A C  ( % )  =  a b s o r b a n c e  o f  t e s t  s o l u t i o n  x  d i l u t i o n  x  v o l u m e  x  c o n e .  o f  s t a n d a r d  x  1 0 0  
A b s o r b a n c e  o f  s t a n d a r d  s o l u t i o n  x  s a m p l e  w e i g h t  
,  
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4 . 2 . 3  E x p e r i m e n t  1 :  D r y  m a t t e r  p a r t i t i o n i n g ,  c r o w n  r e s e r v e  s t a t u s  
a n d  p o s t - i n f e c t i o n  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  R .  a c r i s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g  
T w o - h u n d r e d - a n d - f i f t y  3  m o n t h  o l d  R .  a c r i s  p l a n t s  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i A )  w e r e  c a t e g o r i s e d  
i n t o  f o u r  g r o u p s  a c c o r d i n g  t o  t h e  s i z e  o f  t h e  l e a f  c a n o p y ,  a n d  m a i n t a i n e d  d u r i n g  t h e  
e x p e r i m e n t  o n  t h e  f l o o r  o f  a  g l a s s h o u s e .  T h e  g l a s s h o u s e  w a s  h e a t e d  a n d  v e n t i l a t e d .  T h e  m e a n  
w e e k l y  m a x i m u m  a n d  m i n i m u m  t e m p e r a t u r e s  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d  a r e  
p r e s e n t e d  i n  A p p e n d i x  V I .  T h e  g l a s s h o u s e  w a s  i l l u m i n a t e d  b y  n a t u r a l  l i g h t ,  w i t h  2 3  %  o u t s i d e  
l i g h t  t r a n s m i t t a n c e  d u r i n g  t h e  s u m m e r  ( d u e  t o  s h a d e  c l o t h )  a n d  3 5  %  o u t s i d e  l i g h t  
t r a n s m i t t a n c e  d u r i n g  t h e  w i n t e r .  
P l a n t s  w e r e  o b s e r v e d  w e e k l y  f o r  o n s e t  o f  f l o w e r i n g .  D i f f e r e n t  c o l o u r e d  w i r e  w a s  u s e d  e a c h  
w e e k  t o  l a b e l  p l a n t s  t h a t  h a d  j u s t  i n i t i a t e d  t h e  f i r s t  f l o w e r i n g  s t e m .  T h i s  e n a b l e d  f u t u r e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  p l a n t s  o f  t h e  s a m e  p h y s i o l o g i c a l  a g e .  P l a n t s  a t  t h e  s a m e  p h y s i o l o g i c a l  a g e ,  
a n d  t h e r e f o r e  p h e n o l o g i c a l  s t a g e ,  w e r e  h a r v e s t e d  t o g e t h e r  a s  a  s i n g l e  t r e a t m e n t  a t  t h e  s a m e  
d a t e .  P l a n t s  w e r e  s e l e c t e d  a t  r a n d o m  f r o m  a l l  s i z e  c a t e g o r i e s ,  p r o v i d e d  t h e  n u m b e r  o f  p l a n t s  
a t  e a c h  s t a g e  w a s  s u f f i c i e n t .  D u e  t o  t h e  p l a s t i c i t y  o f  f l o w e r i n g  o f  R .  a c r i s  i n  t h e  g l a s s h o u s e ,  
t h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  d a t e s  o f  o n s e t  o f  f l o w e r i n g  b e t w e e n  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  
( t r e a t m e n t s )  i n  E x p e r i m e n t s  1 a  a n d  l b .  D a t e  o f  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ,  a n d  d a t e  o f  h a r v e s t ,  o f  
e a c h  t r e a t m e n t  i n  E x p e r i m e n t s  1 a  a n d  1 b  a r e  s h o w n  i n  A p p e n d i x  V I I .  C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  
t r e a t m e n t s  m a y  b e  c o n f o u n d e d  b e c a u s e  o f  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  f l o w e r i n g  d a t e s .  T h e r e f o r e ,  
c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t r e a t m e n t s  i n  E x p e r i m e n t  1 a  a r e  r e s t r i c t e d  b e t w e e n  t h o s e  w i t h  s i m i l a r  
d a t e s  o f  o n s e t  o f  f l o w e r i n g .  S i n c e  t h e r e  w a s  g r e a t e r  o v e r l a p  i n  t h e  f l o w e r i n g  d a t e s  o f  
t r e a t m e n t s  i n  E x p e r i m e n t  1  b  ( A p p e n d i x  V I I ) ,  c o m p a r i s o n s  a r e  n o t  r e s t r i c t e d .  
E x p e r i m e n t  l a :  D r y  m a t t e r  p a r t i t i o n i n g  a n d  c r o w n  r e s e r v e  s t a t u s  
F o r t y - e i g h t  p l a n t s  w e r e  d e s t r u c t i v e l y  h a r v e s t e d ,  e i g h t  a t  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  p h e n o l o g i c a l  
s t a g e s  f r o m  p r e - f l o w e r i n g  t o  p o s t - f l o w e r i n g  ( D a t e  o f  h a r v e s t  i n  p a r e n t h e s e s ) ;  
1 .  P r e - f l o w e r i n g  v e g e t a t i v e  r o s e t t e .  P l a n t s  h a d  a b u n d a n t  e a r l y  s e a s o n  f o l i a g e .  ( 1 8  O c t o b e r  
1 9 9 3 )  
2 .  E a r l y - f l o w e r i n g .  P l a n t s  h a d  o n e  f u l l y  e x t e n d e d  f l o w e r i n g  s t e m  w i t h  o p e n  f l o w e r s ,  a n d  1 - 3  
s t e m s  e l o n g a t i n g  w i t h  i m m a t u r e  f l o w e r  b u d s  ( 1 - 2  w e e k s  s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) .  ( 8  
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D e c e m b e r  1 9 9 3 )  
3 .  E a r l y - p e a k  f l o w e r i n g .  P l a n t s  h a d  o n e  o r  m o r e  f u l l y  e x t e n d e d  f l o w e r i n g  s t e m s  w i t h  o p e n  
f l o w e r s .  S o m e  s t e m s  w e r e  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  s e e d  f i l l  w i t h  i m m a t u r e  g r e e n  s e e d  h e a d s .  S o m e  
s t e m s  e l o n g a t i n g  w i t h  i m m a t u r e  b u d s  ( 4 - 5  w e e k s  s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) .  ( 7  J a n u a r y  1 9 9 4 )  
4 .  L a t e - p e a k  f l o w e r i n g .  P l a n t s  h a d  o n e  o r  m o r e  f u l l y  e x t e n d e d  f l o w e r i n g  s t e m s .  S o m e  s t e m s  
w i t h  o p e n  f l o w e r s .  M o s t  s t e m s  w e r e  a t  s e e d  m a t u r a t i o n  w i t h  b r o w n l b l a c k  s e e d  h e a d s .  
I n i t i a t i o n  o f  n e w  s t e m s  l e s s  f r e q u e n t  ( 8 - 9  w e e k s  s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) .  ( 1 2  J a n u a r y  1 9 9 4 )  
5 .  L a t e - f l o w e r i n g .  M o s t  f l o w e r i n g  s t e m s  h a d  s h e d  s e e d s  a n d  w e r e  b e g i n n i n g  t o  
s e n e s c e / C o l l a p s e  ( 1 2 - 1 3  w e e k s  s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) .  ( 1 7  J a n u a r y  1 9 9 4 )  
6 .  P o s t - f l o w e r i n g  v e g e t a t i v e  r o s e t t e .  C o m p l e t e  s e n e s c e n c e  o f  f l o w e r i n g  s t e m s  ( 2 0 - 2 2  w e e k s  
.  .  
s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) .  ( 2 2  M a r c h  1 9 9 4 )  .  
A t  e a c h  h a r v e s t ,  p l a n t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  p o t s  a n d  w a s h e d ,  t a k i n g  c a r e  t o  r e t a i n  a s  
m u c h  o f  t h e  r o o t  s y s t e m  a s  p o s s i b l e .  P l a n t s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  r o o t ,  c r o w n ,  l e a f  a n d  f l o w e r i n g  
s t e m  c o m p o n e n t s  a n d  f r e e z e - d r i e d  f o r  4 8  h ,  a t  w h i c h  c o n s t a n t  w e i g h t  w a s  r e a c h e d .  T h e  d r y  
w e i g h t s  o f  e a c h  c o m p o n e n t  w e r e  r e c o r d e d ,  a n d  t h e  c r o w n  s a m p l e s  s t o r e d  i n s i d e  s e a l e d  p l a s t i c  
b a g s  i n  a  f r e e z e r  u n t i l  a s s a y e d  f o r  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t .  
T o t a l  p l a n t  d r y  w e i g h t ,  t h e  d r y  w e i g h t  o f  e a c h  c o m p o n e n t ,  e a c h  c o m p o n e n t  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  
t o t a l  p l a n t  d r y  w e i g h t ,  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n -
1
) ,  a n d  p e r c e n t a g e  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  ( g l l O O  g  o f  c r o w n  t i s s u e )  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  r e s t r i c t e d  
b e t w e e n  t r e a t m e n t s  w i t h  s i m i l a r  d a t e s  o f  o n s e t  o f  f l o w e r i n g .  T h e  9 5  %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  o f  
t h e  m e a n s  f o r  t h e  p r e - f l o w e r i n g  t r e a t m e n t  w e r e  c a l c u l a t e d .  
E x p e r i m e n t  I b :  P o s t - i n f e c t i o n  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  
T w e n t y  p l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  a t  t h e  f o l l o w i n g  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  ( d a t e  o f  i n o c u l a t i o n  i n  
p a r e n t h e s e s )  ;  
1 .  P r e - f l o w e r i n g  v e g e t a t i v e  r o s e t t e  ( a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  1 a ) .  ( 2 8  O c t o b e r  1 9 9 3 )  
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2 .  E a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  ( a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  l a )  ( 4 - 5  w e e k s  s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) .  
( 1 3  J a n u a r y  1 9 9 4 )  
3 .  L a t e - f l o w e r i n g  ( a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  l a )  ( 1 2 - 1 3  w e e k s  s i n c e  o n s e t  o f  f l o w e r i n g ) . ·  ( 8  
F e b r u a r y  1 9 9 4 )  
4 .  W i n t e r  v e g e t a t i v e  r o s e t t e .  P l a n t s  h a d  a  s m a l l  r o s e t t e  o f  s h o r t  l e a v e s  ( 3 2 - 3 8  w e e k s  s i n c e  
f l o w e r i n g ) .  ( 1 9  A u g u s t  1 9 9 4 )  
P l a n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  0 . 5  g  o f  i n o c u l u m  p e r  c r o w n  w h i c h  w a s  p l a c e d  a r o u n d  t h e  b a s e  
o f  t h e  f l o w e r i n g  s t e m s  a n d  p e t i o l e s ,  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n .  P l a n t s  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  a  
g l a s s h o u s e  w i t h  a i r - c o n d i t i o n i n g  a n d  h e a t i n g  t o  m a i n t a i n  t e m p e r a t u r e  b e t w e e n  1 7 - 2 8  ° C  f o r  
t h e  O c t o b e r / J a n u a r y / F e b r u a r y  i n o c u l a t i o n s ,  a n d  1 7 - 2 2  ° C  f o r  t h e  A u g u s t  i n o c u l a t i o n .  M i s t i n g  
w a s  p r o v i d e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 1 .  T h e  g l a s s h o u s e  w a s  i l l u m i n a t e d  b y  n a t u r a l  l i g h t .  
T h e  p l a n t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  g l a s s h o u s e  u n t i l  d i s e a s e  r e a c h e d  i t s  m a x i m u m  s e v e r i t y .  T h e  
t i m e  t a k e n  f o r  t h i s  t o  o c c u r  v a r i e d  b e t w e e n  t r e a t m e n t s  a c c o r d i n g  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  f l o w e r i n g  
s t e m  t i s s u e  p r e s e n t .  T h e  p l a n t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  g l a s s h o u s e  a t  t h e  f i r s t  a p p e a r a n c e  o f  
r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  i n  a t  l e a s t  o n e  p l a n t  i n  e a c h  t r e a t m e n t .  T h i s  o c c u r r e d  b e t w e e n  1 4  a n d  2 0  
d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  
A t  m a x i m u m  d i s e a s e  s e v e r i t y ,  n e c r o t i c  l e a f  a n d  s t e m  t i s s u e s  w e r e  r e m o v e d  u s i n g  a  s t e r i l e  
s c a l p e l  a n d  p l a n t s  t r a n s f e r r e d  t o  a  g r o w t h  c h a m b e r  f o r  a  f u r t h e r  1 4  d a y s  t o  p r o v i d e  a  s t a n d a r d  
e n v i r o n m e n t  f o r  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h .  T h e  g r o w t h  c h a m b e r  h a d  a  d a y / n i g h t  t e m p e r a t u r e  o f  2 2  
° C  a n d  1 5 ° C  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  1 6  h  o f  d a y l i g h t  f r o m  f l u o r e s c e n t  a n d  i n c a n d e s c e n t  l i g h t  a t  a  
p h o t o n  f l u x  d e n s i t y  o f  2 2 0  ~ m -
2  
S - I .  P l a n t s  w e r e  w a t e r e d  d a i l y .  I n o c u l a t i o n  a t  e a c h  
p h e n o l o g i c a l  s t a g e  w a s  r e g a r d e d  a s  a  s e p a r a t e  t r e a t m e n t  w i t h  t w e n t y  r e p l i c a t e  p l a n t s  r a n d o m l y  
s e l e c t e d  f r o m  a l l  s i z e  c a t e g o r i e s ,  p r o v i d e d  p l a n t  n u m b e r s  a t  e a c h  s t a g e  w e r e  s u f f i c i e n t ,  a n d  
a r r a n g e d  w i t h i n  e a c h  t r e a t m e n t .  
A t  t h e  e n d  o f  e a c h  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  r e c o r d i n g  
t h e  n u m b e r  o f  p l a n t l e t s  p e r  p l a n t .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p e r  p l a n t  w a s  
r e c o r d e d .  T h i s  i n c l u d e d  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  f r o m  t h e  p a r e n t  p l a n t  a p e x ,  f r o m  s h o o t s  
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w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  p a r e n t  p l a n t ,  a n d  a l s o  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  
p r o d u c e d  f r o m  p l a n t l e t s  ( s e e  A p p e n d i x  I  f o r  d e f i n i t i o n  o f  t e r m s  u s e d  t o  d e s c r i b e  
r e g e n e r a t i o n ) .  T h e  r o o t s  w e r e  r e m o v e d ,  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  a n d  c r o w n s  o v e n  d r i e d  a t  7 0 ° C  
f o r  f o u r  d a y s ,  a n d  d r y  w e i g h t  d e t e r m i n e d .  T h e  n u m b e r  o f  p l a n t l e t s ,  a n d  t h e  n u m b e r  a n d  d r y  
w e i g h t  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e ,  a n d  m e a n s  t e s t e d  
u s i n g  t h e  n o n - r e s t r i c t e d  L S D .  
4 . 2 . 4  E x p e r i m e n t  2 :  S u s c e p t i b i l i t y  o f  R .  a c r i s  r e g r o w t h  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  
F o r t y ,  6  m o n t h  o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  a t  t h e  v e g e t a t i v e  r o s e t t e  s t a g e  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i i )  
w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  1  g  p e r  p l a n t  o f  i n o c u l u m  w h i c h  w a s  p l a c e d  a t  t h e  b a s e  o f  a l l  p e t i o l e s ,  
a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n .  
T h e  p l a n t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  g l a s s h o u s e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 1 .  A f t e r  2 1  d a y s ,  t w e n t y  
p l a n t s  w e r e  r e - i n o c u l a t e d  a s  p r e v i o u s l y ,  a n d  t h e  r e m a i n i n g  p l a n t s  i n o c u l a t e d  w i t h  u n - i n f e s t e d  
s t e r i l e  k i b b l e d  w h e a t .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  2 1  d a y s .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  c o n s i s t e d  o f  2 0  r a n d o m i s e d  b l o c k s ,  e a c h  c o n t a i n i n g  t w o  p l a n t s  ( +  
a n d  - r e - i n o c u l a t i o n ) .  I n f e c t i o n  w a s  a s s e s s e d  a t  w e e k l y  i n t e r v a l s  u s i n g  t h e  d i s e a s e  s e v e r i t y  
i n d e x  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 3 .  T h e  r e g e n e r a t i o n  i n d e x  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 4  w a s  u s e d  
t o  a s s e s s  d i s e a s e  o n  r e g e n e r a t i n g  p l a n t s .  A t  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  t h e  n u m b e r  o f  h e a l t h y  
l e a v e s ,  i n c l u d i n g  t h e  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s ,  w e r e  c o u n t e d .  T h e  p e r c e n t a g e  a r e a  o f  c r o w n ,  t i s s u e  
i n f e c t e d  w a s  d e t e r m i n e d  b y  v i s u a l  e x a m i n a t i o n  a f t e r  b i s e c t i n g  t h e  c r o w n s .  D i s e a s e  s e v e r i t y ,  
n u m b e r  o f  h e a l t h y  l e a v e s  a n d  p e r c e n t a g e  c r o w n  i n f e c t i o n  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  
v a r i a n c e .  
4 . 2 . 5  E x p e r i m e n t  3 :  T h e  e f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  R .  a c r i s  
T h r e e  c a t e g o r i e s  o f  R .  a c r i s  p l a n t s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  t w e n t y - f i v e  p l a n t s  p e r  
c a t e g o r y .  T h e s e  w e r e ;  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s ,  s i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  a n d  s i x  
m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  p l a n t s .  
T w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  w e r e  g r o w n  a s  f o l l o w s .  P l a n t s  w e r e  t r a n s p l a n t e d  w h e n  s i x  
m o n t h s  o l d  t o  2 0  l i t r e  g r o w t h  b a g s  a n d  t r a n s f e r r e d  o u t s i d e  t o  a n  a r e a  p r o t e c t e d  b y  s h a d e  c l o t h  
f o r  a  f u r t h e r  1 8  m o n t h s .  T w o  y e a r  o l d  p l a n t s  w e r e  s i m i l a r  i n  s i z e  t o  p l a n t s  f o u n d  i n  t h e  f i e l d ,  
1 1 2  
c o n s i s t i n g  o f  a  d e n s e  c l u s t e r  o f  c r o w n s  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i v ) .  A t  t h e  t i m e  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  
i n i t i a t e d  ( 1 7  J a n u a r y  1 9 9 4 ) ,  t h e s e  p l a n t s  w e r e  a t  t h e  p e a k  o f  f l o w e r i n g  a n d  h a d  u p  t o  2 0  f u l l y  
e x t e n d e d  f l o w e r i n g  s t e m s  ( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i v ) ,  w i t h  m a n y  s t e m s  a t  t h e  s e e d  f i l l i n g  s t a g e .  
S i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  ( g r o w n  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 )  h a d  a  s i n g l e  c e n t r a l  m a i n  c r o w n ,  
w i t h  u p  t o  t h r e e  a s s o c i a t e d  p l a n t l e t s .  V e g e t a t i v e  p l a n t s  h a d  a  d e n s e  r o s e t t e  o f  l a r g e  l e a v e s  
( A p p e n d i x  I ,  P l a t e  i i i ) .  F l o w e r i n g  p l a n t s  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  a t  t h e  l a t e - p e a k  o f  f l o w e r i n g ,  
w h i c h  i s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 3 ,  E x p e r i m e n t  1 a .  
F i f t e e n  p l a n t s  w i t h i n  e a c h  c a t e g o r y  w e r e  d e f o l i a t e d  a s  f o l l o w s ,  a n d  t e n  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s  
p e r  c a t e g o r y  s e r v e d  a s  c o n t r o l s .  A t  w e e k  0  t h e  l e a v e s ,  f l o w e r i n g  s t e m s  a n d  a p i c a l  b u d  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  e a c h  p l a n t  u s i n g  a  s t e r i l e  s c a l p e l ;  a n d  5 0  m l  o f  5 0  J 1 M  G i b b e r e l l i c  a c i d  ( G A
3
)  
a p p l i e d  t o  t h e  c r o w n .  T h i s  w a s  d o n e  t o  b r e a k  a p i c a l  d o m i n a n c e  a n d  s t i m u l a t e  a x i l l a r y  b u d  
g r o w t h .  T h i s  m e t h o d  w a s  u s e d  a s  i t  h a d  p r o v e d  t o  b e  t h e  m o s t  e f f e c t i v e '  t r e a t m e n t  i n  
p r e l i m i n a r y  t e s t s .  R e g r o w t h  w a s  r e m o v e d  w ' i t h  a  s t e r i l e  s c a l p e l  a t  w e e k s  1 ,  3 ,  5 ,  7  a n d  9  o f  
t h e  e x p e r i m e n t .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  s p l i t  p l o t ,  i n c o r p o r a t i n g  p l a n t  c a t e g o r y  a s  t h e  m a i n  p l o t  f a c t o r .  
P l a n t s  w e r e  r a n d o m l y  a l l o t t e d  t o  t h e  f o l l o w i n g  a s s e s s m e n t s  o f ;  i )  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l ,  i i )  
c r o w n  d r y  w e i g h t  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t ,  i i i )  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m ,  a n d  
i v )  o r i g i n  o f  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s ,  w h i c h  w e r e  a s s i g n e d  t o  s u b - p l o t s .  M a i n  p l o t s  w e r e  a r r a n g e d  
,  
,  . .  
I  
,  
I  
i n  a  r a n d o m i s e d  b l o c k  d e s i g n  w i t h  f i v e  r e p l i c a t e s .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  i n c u b a t e d  o n  a  t .  
g l a s s h o u s e  f l o o r  w i t h  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 3 .  M e a n  w e e k l y  m a x i m u m  a n d  
m i n i m u m  t e m p e r a t u r e s  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  a r e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  V I .  
R e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  
T h e  t o t a l  n u m b e r ,  a n d  d r y  w e i g h t  ( o v e n - d r i e d  a t  7 0 ° C  f o r  f o u r  d a y s )  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  
( w h i c h  i n c l u d e d  a l l  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  f r o m  s h o o t s  o n  t h e  p a r e n t  p l a n t ,  a n d  f r o m  
p l a n t l e t s )  f r o m  t e n  p l a n t s  w i t h i n  e a c h  c a t e g o r y  w e r e  d e t e n n i n e d  a f t e r  e a c h  o f  t h e  f i v e  
d e f o l i a t i o n s .  D a t a  f r o m  t h e  f i r s t  d e f o l i a t i o n  w e r e  n o t  a n a l y s e d  t o g e t h e r  w i t h  s u b s e q u e n t  
d e f o l i a t i o n s  b e c a u s e  t h e y  r e p r e s e n t e d  o n l y  o n e  w e e k ' s  g r o w t h .  T h e  e r r o r s  o f  t h e  r a w  
r e g e n e r a t i n g  l e a f  n u m b e r  a n d  D W  d a t a  w e r e  n o t  n o n n a l l y  d i s t r i b u t e d ,  s o  d a t a  w e r e  
t r a n s f o n n e d  a s  l o g  ( x +  1 ) ,  t h e n  a n a l y s e d  u s i n g  A N O V  A  f o r  r e p e a t e d  m e a s u r e s .  T h e  L S D ' s  
I  
w e r e  c a l c u l a t e d ,  a n d  m e a n s  c o m p a r e d  u s i n g  t r a n s f o r m e d  d a t a .  T h e  m e a n s  w e r e  b a c k -
t r a n s f o r m e d  f o r  d a t a  p r e s e n t a t i o n .  
C r o w n  d r y  w e i g h t  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  
1 1 3  
A t  w e e k s  0  a n d  9  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  f i f t e e n  p l a n t s  w e r e  h a r v e s t e d ;  f i v e  f r o m  e a c h  p l a n t  
c a t e g o r y .  T h e  l e a v e s ,  f l o w e r i n g  s t e m s  a n d  r o o t s  w e r e  r e m o v e d ,  a n d  t h e  c r o w n s  f r e e z e - d r i e d  
f o r  4 8  h .  F r e e z e  d r i e d  c r o w n s  w e r e  w e i g h e d ,  s t o r e d ,  g r o u n d ,  a n d  a s s a y e d  f o r  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 2 .  C r o w n  d r y  w e i g h t  a n d  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .  
E f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  
F i v e  d e f o l i a t e d  p l a n t s  a n d  f i v e  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s  f r o m  e a c h  p l a n t  c a t e g o r y  w e r e  i n o c u l a t e d  
o n  w e e k  1 1  o f  t h e  e x p e r i m e n t  w i t h  0 . 5  g  p e r  c r o w n  o f  i n o c u l u m  w h i c h  w a s  p l a c e d  a r o u n d  t h e  
p e t i o l e  b a s e s  a d j a c e n t  t o  t h e  c r o w n .  T h i s  t r e a t m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  M a r c h i  A p r i l .  
P l a n t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  g l a s s h o u s e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 3 ,  E x p e r i m e n t  l b .  T h e  
t e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  b e t w e e n  1 7 - 2 5  D C .  A f t e r  1 4  d a y s ,  n e c r o t i c  l e a f  t i s s u e  w a s  
r e m o v e d  u s i n g  a  s t e r i l e  s c a l p e l ,  a n d  t h e  p l a n t s  t r a n s f e r r e d  t o  a  g r o w t h  c h a m b e r  f o r  a  f u r t h e r  
1 4  d a y s  f o r  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h .  T h e  g r o w t h  c h a m b e r  h a d  a  d a y / n i g h t  t e m p e r a t u r e  o f  2 2 ° C  
a n d  1 5  ° c  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  1 6  h  o f  d a y l i g h t  f r o m  f l u o r e s c e n t  a n d  i n c a n d e s c e n t  l i g h t  a t  a  
p h o t o n  f l u x  d e n s i t y  o f  2 2 0  1 1 M  m -
2  
S - I .  
A t  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  p l a n t  m o r t a l i t y  w a s  r e c o r d e d .  S u r v i v i n g  p l a n t s  w e r e  
h a r v e s t e d  a n d  c r o w n  f r e s h  w e i g h t  r e c o r d e d .  T h e  d r y  w e i g h t s  o f  c r o w n s  a n d  r e g e n e r a t i v e  
l e a v e s  w e r e  d e t e r m i n e d  a f t e r  b e i n g  o v e n  d r i e d  a t  7 0 ° C  f o r  f o u r  d a y s .  C r o w n  d r y  m a t t e r  
p e r c e n t a g e  w a s  c a l c u l a t e d .  T h e  d r y  w e i g h t  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s ,  a n d  c r o w n  p e r c e n t a g e  d r y  
m a t t e r  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e .  
O r i g i n  o f  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s  
A t  w e e k  1 1 ,  c r o w n s  f r o m  e a c h  p l a n t  c a t e g o r y  w e r e  s e c t i o n e d  a t  t h e  p o i n t  o f  o r i g i n  o f  a  
r e g e n e r a t i v e  s h o o t .  C r o w n  s e c t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  l i g h t  m i c r o s c o p y  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  
3 . 2 . 6 .  
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4 . 3  R E S U L T S  
4 . 3 . 1  E x p e r i m e n t  1 :  D r y  m a t t e r  p a r t i t i o n i n g ,  c r o w n  r e s e r v e  s t a t u s  
a n d  p o s t - i n f e c t i o n  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  R .  a c r i s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g  
E x p e r i m e n t  l a :  D r y  m a t t e r  p a r t i t i o n i n g  a n d  c r o w n  r e s e r v e  s t a t u s  
T o t a l  p l a n t  d r y  w e i g h t  ( D W )  w a s  l 3 . 5  g  a t  p r e - f l o w e r i n g .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
i n  t o t a l  p l a n t  D W  f r o m  e a r l y - f l o w e r i n g  t o  l a t e - p e a k  f l o w e r i n g ,  n o r  f r o m  l a t e - f l o w e r i n g  t o  
p o s t - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ,  F i g .  4 . 1 a ) .  
R o o t  D W  ( T a b l e  4 . 1 ) ,  a n d  r o o t  D W  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  p l a n t  D W  ( F i g .  4 . 1 b )  d i d  n o t  
d i f f e r  b e t w e e n  t h e  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  t e s t e d ,  c o n s t i t u t i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 0 - 2 5  %  o f  p l a n t  
D W  ( F i g .  4 . 1 b ) .  
C r o w n  D W  w a s  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 )  a t  e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  t h a n  a t  e a r l y - f l o w e r i n g ,  a n d  g r e a t e r  
( P < 0 . 0 1 )  a t  p o s t - f l o w e r i n g  t h a n  a t  l a t e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ) .  C r o w n  D W  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  
t o t a l  p l a n t  D W  d i d  n o t  c h a n g e  f r o m  p r e - f l o w e r i n g  t o  l a t e - p e a k  f l o w e r i n g  ( F i g .  4 . 1 c ) ,  b u t  
i n c r e a s e d  ( P < 0 . 0 1 )  f r o m  1 0  %  a t  l a t e - f l o w e r i n g  t o  2 1  %  a t  p o s t - f l o w e r i n g  ( F i g .  4 . 1 c ) .  
L e a f  D W  w a s  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 )  a t  e a r l y - f l o w e r i n g  t h a n  a t  l a t e - p e a k  f l o w e r i n g ,  a n d  d i d  n o t  
c h a n g e  f r o m  l a t e - f l o w e r i n g  t o  p o s t - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ) .  L e a f  D W  c o n s t i t u t e d  7 1  %  o f  t o t a l  
p l a n t  D W  a t  p r e - f l o w e r i n g  ( F i g .  4 . 1 d ) .  L e a f  D W  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  p l a n t  D W  w a s  
g r e a t e r  ( P < 0 . 0 1 )  a t  e a r l y - f l o w e r i n g  t h a n  a t  e a r l y - p e a k  a n d  l a t e - p e a k  f l o w e r i n g .  L e a f  t i s s u e  
i n c r e a s e d  ( P < 0 . 0 1 )  f r o m  3 4  %  o f  t o t a l  p l a n t  D W  a t  l a t e - f l o w e r i n g  t o  5 1  %  o f  t o t a l  p l a n t  D W  
a t  p o s t - f l o w e r i n g ,  ( F i g .  4 . 1 d ) ,  a t  w h i c h  s t a g e  p l a n t s  h a d  f o r m e d  a  w i n t e r  v e g e t a t i v e  r o s e t t e .  
F l o w e r i n g  s t e m  D W  ( T a b l e  4 . 1 ) ,  a n d  s t e m  D W  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  p l a n t  D W  ( F i g .  4 . 1 e )  
i n c r e a s e d  ( P < 0 . 0 1 )  f r o m  e a r l y - f l o w e r i n g  t o  e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g ,  b u t  d i d  n o t  c h a n g e  b e t w e e n  
e a r l y - p e a k  a n d  l a t e - p e a k  f l o w e r i n g ,  a t  w h i c h  s t a g e  s t e m  t i s s u e  c o n s t i t u t e d  4 0  %  o f  t o t a l  p l a n t  
D W  ( F i g .  4 . 1 e ) .  B e t w e e n  l a t e - f l o w e r i n g  a n d  p o s t - f l o w e r i n g ,  s t e m  D W  d e c r e a s e d  ( P < 0 . 0 1 )  
( T a b l e  4 . 1 ) ,  a n d  s t e m  D W  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l '  p l a n t  D W  d e c r e a s e d  f r o m  3 5  %  o f  t o t a l  
p l a n t  D W  a t  l a t e - f l o w e r i n g  t o  z e r o  a t  p o s t - f l o w e r i n g  ( F i g .  4 . 1 e ) .  
I  
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1 1 5  
A v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l )  w a s  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 )  a t  e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  t h a n  a t  e a r l y -
f l o w e r i n g ,  a n d  g r e a t e r  ( P < O . O I )  a t  p o s t - f l o w e r i n g  t h a n  a t  l a t e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ) .  T h e  
p e r c e n t a g e  o f  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  d i d  n o t  c h a n g e  f r o m  p r e - f l o w e r i n g  t o  l a t e - p e a k  
f l o w e r i n g ,  b u t  i n c r e a s e d  ( P < O . O I )  f r o m  4 8  %  a t  l a t e - f l o w e r i n g  t o  6 1  %  a t  p o s t - f l o w e r i n g  ( F i g .  
4 . 2 ) .  
T a b l e  4 . 1 :  M e a n  d r y  w e i g h t  ( D W )  o f  e a c h  c o m p o n e n t  o f  R .  a c r i s ,  a n d  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  ( A C )  ( g / c r o w n -
1
) ,  a t  s i x  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g .  
P h e n o l o g i c a l  s t a g e  
P r e - f l o w e r i n g  
E a r l y - f l o w e r i n g  
E a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  
L a t e - p e a k  f l o w e r i n g  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
L S D  ( P < O . O I )  
L a t e - f l o w e r i n g  
P o s t  - f l o w e r i n g  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
T o t a l  D W  
( g )  
1 3 . 5  
( ± 5 . 4 Y  
3 7 . 3  
4 3 . 2  
4 2 . 6  
9 . 0  
1 2 . 2  
4 5 . 5  
3 8 . 0  
1 0 . 3  
R o o t  D W  
( g )  
3 . 1  
( ± 1 . 2 )  
8 . 3  
9 . 6  
8 . 2  
2 . 9  
3 . 9  
9 . 8  
1 0 . 0  
2 . 5  
C r o w n  
D W  ( g )  
0 . 8  
( ± 0 . 6 )  
2 . 5  
4 . 1  
3 . 8  
1 . 3  
1 . 8  
4 . 3  
7 . 8  
2 . 4  
L e a f  D W  
( g )  
9 . 5  
( ± 3 . 9 )  
2 1 . 0  
1 5 . 2  
1 3 . 3  
6 . 2  
8 . 5  
1 5 . 5  
2 0 . 1  
9 . 6  
S t e m  
D W  ( g )  
0 . 0  
5 . 5  
1 4 . 3  
1 7 . 3  
4 . 4  
6 . 0  
1 5 . 8  
0 . 0  
5 . 8  
C r o w n  
A C  ( g )  
0 . 3 6  
( ± 0 . 2 6 )  
1 . 1 1  
1 . 9 9  
1 . 8 6  
0 . 8 5  
1 . 1 6  
2 . 1 3  
4 . 9 1  
1 . 8 1  
L S D  ( p < 0 . 0 1 )  1 4 . 3  3 . 5  3 . 3  1 3 . 3  8 . 1  2 . 5 2  
a  T h e  9 5  %  c o n f I d e n c e  m t e r v a l s  o f  t h e  m e a n s  a t  p r e - f l o w e r i n g  a r e  g i v e n  m  p a r e n t h e s e s .  
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F i g u r e  4 . 1  a - e :  T o t a l  d r y  w e i g h t  ( D W )  o f  R .  a c r i s  a n d  p e r c e n t a g e  o f  t o t a l  D W  o f  e a c h  p l a n t  
c o m p o n e n t  a t  s i x  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g .  T h e  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n s  
o f  e i g h t  p l a n t s .  T h e  v e r t i c a l  b a r  a t  p r e - f l o w e r i n g  i n d i c a t e s  t h e  9 5  %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l  o f  t h e  
m e a n .  O t h e r  v e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  L S D  ( P < O . 0 5 )  f o r  c o m p a r i s o n  o f  m e a n s  j o i n e d  b y  a n  
u n b r o k e n  l i n e .  
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F i g u r e  4 . 2 :  C r o w n  p e r c e n t a g e  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  o f  R .  a c r i s  a t  s i x  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  
f r o m  p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g .  T h e  p o i n t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  e i g h t  p l a n t s .  T h e  v e r t i c a l  b a r  a t  p r e -
f l o w e r i n g  i n d i c a t e s  t h e  9 5  %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l  o f  t h e  m e a n .  O t h e r  v e r t i c a l  b a r s  r e p r e s e n t  
t h e  L S D  ( P < O . 0 5 )  f o r  c o m p a r i s o n  o f  m e a n s  j o i n e d  b y  a n  u n b r o k e n  l i n e .  
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E x p e r i m e n t  I b :  P o s t - i n f e c t i o n  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  
V e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  a f t e r  i n f e c t i o n ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  n u m b e r  o f  p l a n t l e t s ,  w a s  g r e a t e s t  
( P < 0 . 0 1 )  a t  l a t e - f l o w e r i n g  c o m p a r e d  w i t h  a n y  o t h e r  s t a g e  ( T a b l e  4 . 2 ) .  P l a n t l e t  d e v e l o p m e n t  a t  
e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  w a s  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  p r e - f l o w e r i n g  a n d  l a t e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 2 ) .  
P l a n t l e t  d e v e l o p m e n t  w a s  l o w e s t  ( P < 0 . 0 1 )  a t  b o t h  t h e  p r e - f l o w e r i n g  a n d  w i n t e r  v e g e t a t i v e  
r o s e t t e  s t a g e s ,  w h i c h  d i d  n o t  d i f f e r  f r o m  e a c h  o t h e r .  
T h e r e  w a s  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  a t  t h e  l a t e - f l o w e r i n g  a n d  
w i n t e r  r o s e t t e  s t a g e s  ( T a b l e  4 . 2 ) .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  a t  l a t e - f l o w e r i n g  
a n d  w i n t e r  r o s e t t e  w e r e  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 1 ,  P < 0 . 0 5  r e s p e c t i v e l y )  t h a n  a t  e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  a n d  
g r e a t e r  ( P < 0 . 0 1 )  t h a n  a t  p r e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 2 ) .  
T h e  D W  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  a t  l a t e - f l o w e r i n g  w a s  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 1 )  t h a n  a t  t h e  p r e -
f l o w e r i n g  a n d  w i n t e r  r o s e t t e  s t a g e s ,  b u t  n o t  d i f f e r e n t  t o  r e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  a t  e a r l y - p e a k  
f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 2 ) .  
C r o w n  D W  w a s  l o w e s t  ( P < 0 . 0 1 )  a t  p r e - f l o w e r i n g ,  h i g h e s t  ( P < 0 . 0 1 )  a t  t h e  w i n t e r  r o s e t t e  s t a g e ,  
a n d  d i d  n o t  d i f f e r  b e t w e e n  e a r l y - p e a k  a n d  l a t e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 2 ) .  
T a b l e  4 . 2 :  N u m b e r  o f  p l a n t l e t s ,  a n d  n u m b e r  a n d  d r y  w e i g h t  ( D W )  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p e r  
R .  a c r i s  p l a n t ,  1 4  d a y s  a f t e r  m a x i m u m  d i s e a s e  s e v e r i t y  a n d  2 8 - 3 4  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  
S .  s c l e r o t i o r u m  a t  f o u r  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s .  
P h e n o l o g i c a l  s t a g e  
P r e - f l o w e r i n g  
E a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  
L a t e - f l o w e r i n g  
W i n t e r  v e g e t a t i v e  
r o s e t t e  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
L S D  ( P < O . O l )  
N o .  o f  
P l a n t l e t s  
3 . 5  
8 . 5  
1 2 . 5  
5 . 0  
2 . 3  
3 . 1  
N o .  o f  
r e g e n e r a t i v e  
l e a v e s  
1 1 . 5  
1 9 . 0  
2 8 . 1  
2 5 . 9  
6 . 9  
9 . 1  
R e g e n e r a t i v e  l e a f  
D W  ( g )  
1 . 1 4  
1 . 8 9  
2 . 3 9  
1 . 4 4  
0 . 5 7  
0 . 7 5  
C r o w n D W  
( g )  
0 . 9 1  
3 . 7 9  
3 . 6 4 ·  
8 . 6 1  
1 . 5  
2 . 0  
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4 . 3 . 2  E x p e r i m e n t  2 :  S u s c e p t i b i l i t y  o f  R .  a c r i s  r e g r o w t h  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  
A f t e r  t h e  f i r s t  i n o c u l a t i o n ,  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  g r e w  f r o m  t h e  a p i c a l  b u d ,  a n d  f r o m  s h o o t s  
w h i c h  d e v e l o p e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n s  o f  R .  a c r i s  p l a n t s .  I n o c u l a t i n g  t h e  
r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  h a d  n o  e f f e c t  o n  d i s e a s e  s e v e r i t y ,  n u m b e r  o f  h e a l t h y  l e a v e s ,  n o r  
p e r c e n t a g e  o f  c r o w n  r o t t e d  2 1  d a y s  a f t e r  t h e  s e c o n d  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  4 . 3 ) .  T h e  r e g e n e r a t i n g  
l e a v e s  w e r e  w a x y  a n d  g l a b r o u s  a n d  g r e w  r a p i d l y  a w a y  f r o m  t h e  i n f e c t i o n  z o n e  a r o u n d  t h e  
c r o w n .  
T a b l e  4 . 3 :  E f f e c t  o f  i n o c u l a t i n g  t h e  r e g r o w t h  o f  R .  a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  o n  i n f e c t i o n  2 1  
d a y s  a f t e r  t h e  s e c o n d  i n o c u l a t i o n .  
D i s e a s e  N o .  o f  h e a l t h y  %  o f  c r o w n  
s e v e r i t y  l e a v e s  
r o t t e d  
- r e g r o w t h  i n o c u l a t i o n  3 . 4  
1 9 . 0  
1 3 . 3  
+  r e g r o w t h  i n o c u l a t i o n  
3 . 6  1 5 . 9  1 1 . 0  
L S D  ( P < O . 0 5 )  0 . 4  5 . 5  1 1 . 6  
4 . 3 . 3  E x p e r i m e n t  3 :  T h e  e f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  R .  a c r i s  
R e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  
T h e  e f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  t h e  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t ,  
a l t h o u g h  i t  s h o w e d  a  s t r o n g  t r e n d  t o w a r d s  s i g n i f i c a n c e  ( P = 0 . 0 5 1 )  ( T a b l e  4 . 4 a ) .  P l a n t  c a t e g o r y  
h a d  a  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  ( T a b l e  4 . 4 a ) .  T h e r e  
w a s  n o  s i g n i f i c a n t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d e f o l i a t i o n  a n d  p l a n t  c a t e g o r y  ( T a b l e  4 . 4 a )  w h i c h  
i n d i c a t e d  t h a t  p l a n t  c a t e g o r i e s  w e r e  c o n s i s t e n t l y  d i f f e r e n t  a t  e a c h  d e f o l i a t i o n  l e v e l  ( T a b l e  4 . 5 ,  
F i g .  4 . 3 ) .  T h e r e f o r e ,  p a i r - w i s e  c o m p a r i s o n s  w e r e  m a d e  b e t w e e n  p l a n t  c a t e g o r i e s ,  a v e r a g e d  
o v e r  t h e  f o u r  d e f o l i a t i o n s .  S i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  p r o d u c e d  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  
r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  t h a n  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  p l a n t s  ( p = 0 . 0 0 2 ) .  T w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  
p l a n t s  p r o d u c e d  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  t h a n  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  ( p = O . O O O ) .  
F o r  r e g e n e r a t i v e  l e a f  D W ,  t h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d e f o l i a t i o n  a n d  p l a n t  
c a t e g o r y  ( T a b l e  4 . 4 b ) .  T h e  r e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  o f  s i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  i n c r e a s e d  
( P < O . 0 5 )  b e t w e e n  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  d e f o l i a t i o n s  o n l y ,  a n d  w a s  g r e a t e r  ( P < O . 0 5 )  t h a n  t h a t  
o f  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  p l a n t s  a t  t h e  t h i r d  a n d  s u b s e q u e n t  d e f o l i a t i o n s  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g .  
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4 . 4 ) .  T h e  r e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  o f  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  p l a n t s  d i d  n o t  c h a n g e  a s  t h e  
n u m b e r  o f  d e f o l i a t i o n s  i n c r e a s e d  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g .  4 . 4 ) .  
1 2 2  
T h e  r e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  o f  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  w a s  g r e a t e r  ( P < 0 . 0 5 )  t h a n  f o r  b o t h  
t y p e s  o f  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s ,  u p  u n t i l  t h e  f o u r t h  d e f o l i a t i o n  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g .  4 . 4 ) .  
R e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  i n  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  d e c r e a s e d  ( P < 0 . 0 5 )  b e t w e e n  t h e  t h i r d ,  f o u r t h  a n d  
f i f t h  d e f o l i a t i o n s ,  a n d  a t  t h e  f i f t h  d e f o l i a t i o n  d i d  n o t  d i f f e r  f r o m  t h e  l e a f  D W  o f  s i x  m o n t h  o l d  
f l o w e r i n g  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g .  4 . 4 ) .  
T a b l e  4 . 4 :  I n t e r a c t i o n  t a b l e s  f o r  r e p e a t e d  m e a s u r e s  a n a l y s i s  o f  r e g e n e r a t i o n  i n  R .  a c r i s  p l a n t s  
d e f o l i a t e d  f i v e  t i m e s .  
a )  N u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s .  
S o u r c e  o f  v a r i a t i o n  S S  
D F  M S  
F  P  
B l o c k  
9 . 3 5 3  4  2 . 3 3 8  3 . 5 5 3  0 . 0 2 1  
P l a n t  c a t e g o r y  
6 6 . 2 1 0  2  3 3 . 1 0 5  5 0 . 2 9 8  0 . 0 0 0  
E r r o r  
1 5 . 1 3 8  2 3  0 . 6 5 8  
S o u r c e  o f  v a r i a t i o n  S S  D F  M S  F  P  
D e f o l i a t i o n  1 . 4 6 7  3  0 . 4 8 9  2 . 7 1 4  0 . 0 5 1  
D e f o l i a t i o n  x  b l o c k  2 . 6 8 9  1 2  0 . 2 2 4  
1 . 2 4 4  
0 . 2 7 2  
D e f o l i a t i o n  x  
p l a n t  c a t e g o r y  
0 . 8 0 5  6  0 . 1 3 4  0 . 7 4 5  0 . 6 1 5  
E r r o r  
1 2 . 4 3 0  
6 9  
0 . 1 8 0  
b )  R e g e n e r a t i v e  l e a f  D W .  
S o u r c e  o f  v a r i a t i o n  
S S  
D F  M S  F  P  
B l o c k  0 . 7 8 6  4  0 . 1 9 6  2 . 2 6 4  0 . 0 9 3  
P l a n t  c a t e g o r y  4 . 8 6 0  2  2 . 4 3 0  
2 8 . 0 0 9  
0 . 0 0 0  
E r r o r  1 . 9 9 5  2 3  0 . 0 8 7  
S o u r c e  o f  v a r i a t i o n  S S  
D F  M S  F  P  
D e f o l i a t i o n  
0 . 7 1 5  3  
0 . 2 3 8  9 . 7 0 4  0 . 0 0 0  
D e f o l i a t i o n  x  b l o c k  
0 . 2 6 3  1 2  0 . 0 2 2  
0 . 8 9 2  0 . 5 5 9  
D e f o l i a t i o n  x  
p l a n t  c a t e g o r y  0 . 8 6 3  
6  
0 . 1 4 4  5 . 8 5 4  
0 . 0 0 0  
E r r o r  
1 . 6 9 5  6 9  
0 . 0 2 5  
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T a b l e  4 . 5 :  T r a n s f o r m e d  m e a n s  ( l o g  x + l )  f o r  t o t a l  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  a n d  d r y  
w e i g h t  C D W )  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  pr~duced b y  R .  a c r i s  d e f o l i a t e d  f i v e  t i m e s .  
N u m b e r  o f  d e f o l i a t i o n s  
p  
2  
3  4  
a )  N o .  o f  r e g e n e r a t i v e  
l e a v e s
b  
S i x  m o n t h s  f l o w e r i n g  1 . 9 9 9  
. 1 . 9 7 7  
2 . 1 9 3  2 . 3 7 7  
S i x  m o n t h s  v e g e t a t i v e  
1 . 8 9 9  1 . 5 5 9  
1 . 6 4 9  1 . 7 0 3  
T w o  y e a r  f l o w e r i n g  
3 . 0 5 5  3 . 3 3 1  3 . 4 5 6  3 . 4 0 6  
b )  R e g e n e r a t i v e  l e a f  
D W  
S i x  m o n t h s  f l o w e r i n g  0 . 2 1 9  
0 . 2 8 7  0 . 4 6 7  
0 . 3 6 1  
S i x  m o n t h s  v e g e t a t i v e  0 . 0 6 2  0 . 2 1 3  0 . 2 1 4  0 . 1 5 3  
T w o  y e a r  f l o w e r i n g  
0 . 4 2 9  0 . 8 5 2  0 . 8 5 3  0 . 5 7 2  
L S D
c  
0 . 1 3 9  
a  D a t a  f r o m  1 s t  d e f o l i a t i o n  n o t  i n c l u d e d  i n  t h e  a n a l y s i s .  
b  T h e  L S D  i s  n o t  p r e s e n t e d  s i n c e  t h e  e f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  
C  L S D  f o r  c o m p a r i s o n  o f  m e a n s  f r o m  2 n d  t o  5 t h  d e f o l i a t i o n s  o n l y .  
1 2 3  
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2 . 1 8 8  
1 . 2 8 6  
3 . 1 8 0  
0 . 3 4 5  
0 . 1 7 1  
0 . 4 2 1  
1 2 4  
3 5  
I I I  
Q )  
•  
>  
3 0  
•  6  m o n t h  f l o w e r i n g  
C  
. !  
Q )  
2 5  
•  6  m o n t h  v e g e t a t i v e  
>  
: . ; : :  
C  
•  
•  2  y e a r  f l o w e r i n g  
. . .  
Q )  
C  
2 0  
Q )  
C )  
Q )  
. . .  
-
1 5  
0  
. . .  
Q )  
. c  
1 0  
E  
•  
: : l  
•  
•  
C  
~ 
•  
•  
5  
•  
•  
•  
~ 
•  
0  
0  
2  3  
4  5  
N u m b e r  o f  d e f o l i a t i o n s  
F i g u r e  4 . 3 :  N u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  b y  s i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g ,  s i x  m o n t h  
o l d  v e g e t a t i v e ,  a n d  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  d e f o l i a t e d  f i v e  t i m e s .  [ N o t e :  d a t a  
f r o m  t h e  f i r s t  d e f o l i a t i o n  c a n n o t  b e  c o m p a r e d  w i t h  d a t a  f r o m  s u b s e q u e n t  d e f o l i a t i o n s ]  
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1 2 5  
1 . 4  
•  6  m o n t h  f l o w e r i n g  
1 . 2  
c  
•  6  m o n t h  v e g e t a t i v e  
0  
: ; :  
0  
~ 2  y e a r  f l o w e r i n g  
. . .  
Q )  
c  
Q )  0 . 8  
0 )  
Q )  
. . .  
' 0  0 . 6  
•  
-
0 )  
-
3 :  
0 . 4  
a  
•  
•  
•  
•  
•  
0 . 2  
•  
•  
•  
•  
0  
0  
2  
3  
4  
5  
N u m b e r  o f  d e f o l i a t i o n s  
F i g u r e  4 . 4 :  T h e  d r y  w e i g h t  ( O W )  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p r o d u c e d  b y  s i x  m o n t h  o l d  
f l o w e r i n g ,  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e ,  a n d  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  d e f o l i a t e d  
f i v e  t i m e s .  [ N o t e :  d a t a  f r o m  t h e  f i r s t  d e f o l i a t i o n  c a n n o t  b e  c o m p a r e d  w i t h  d a t a  f r o m  
s u b s e q u e n t  d e f o l i a t i o n s ]  
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1 2 6  
C r o w n  d r y  w e i g h t  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  
C r o w n  D W  d i d  n o t  d i f f e r  b e t w e e n  d e f o l i a t e d  a n d  n o n - d e f o l i a t e d  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  a n d  
f l o w e r i n g  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 6 ) .  T h e  c r o w n  D W  o f  d e f o l i a t e d  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  w a s  
a p p r o x i m a t e l y  6 0  %  l o w e r  ( P < O . O I )  t h a n  t h a t  o f  t h e  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 6 ) .  
C r o w n  c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l )  d i d  n o t  d i f f e r  b e t w e e n  d e f o l i a t e d  a n d  n o n - d e f o l i a t e d  s i x  
m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  a n d  f l o w e r i n g  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 6 ) ,  b u t  t h e  p e r c e n t a g e  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  w a s  a p p r o x i m a t e l y  2 5  %  l o w e r  ( P < O . O  1 )  i n  d e f o l i a t e d  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  
a n d  f l o w e r i n g  p l a n t s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 6 ) .  I n  d e f o l i a t e d  t w o  
y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s ,  c r o w n  c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l )  w a s  a p p r o x i m a t e l y  7 0  %  l o w e r  
( P < O . O I ) ,  a n d  p e r c e n t a g e  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  a p p r o x i m a t e l y  2 5  %  l o w e r  ( P < O . O I )  
t h a n  i n  t h e  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 6 ) .  
T h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p l a n t  c a t e g o r y  a n d  d e f o l i a t i o n  t r e a t m e n t  
( A p p e n d i x  V I I I ) .  N o n - d e f o l i a t e d ,  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  h a d  g r e a t e r  ( P < O . O l )  c r o w n  
b i o m a s s  a n d  c r o w n  c a r b o h y d r a t e  ( g )  t h a n  n o n - d e f o l i a t e d ,  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  a n d  
f l o w e r i n g  p l a n t s ,  b u t  p e r c e n t a g e  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  w a s  n o t  d i f f e r e n t  ( T a b l e  4 . 6 ) .  
A f t e r  d e f o l i a t i o n ,  t h e r e  w e r e  n o  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  b o t h  c a t e g o r i e s  o f  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s ,  
a n d  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s ,  f o r  a n y  v a r i a t e  ( T a b l e  4 . 6 ) .  
T a b l e  4 . 6 :  E f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  c r o w n  d r y  w e i g h t  ( D W )  a n d  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  
i n  R .  a c r i s .  
C r o w n  D W  ( g )  
D e f o l i a t i o n  
P l a n t  c a t e g o r y  
S i x  m o n t h s  f l o w e r i n g  3 . 5  
S i x  m o n t h s  v e g e t a t i v e  2 . 7  
T w o  y e a r  f l o w e r i n g  8 . 5  
L S D
a  
( P < O . 0 5 )  1 . 4  
L S D
a  
( P < O . O I )  2 . 0  
L S D
b  
( P < 0 . 0 5 )  2 . 2  
a  L S D  f o r  h O r I z o n t a l  c o m p a r i s o n  o n l y .  
b  L S D  f o r  v e r t i c a l  c o m p a r i s o n s .  
+  
3 . 2  
2 . 7  
3 . 3  
C r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l )  
D e f o l i a t i o n  
+  
1 . 6 1  1 . 1 8  
1 . 1 3  0 . 8 5  
3 . 1 1  0 . 9 1  
0 . 6 5  
0 . 9 1  
1 . 1 5  
%  c r o w n  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  
D e f o l i a t i o n  
+  
4 5 . 4  
3 3 . 7  
4 1 . 0  
2 9 . 5  
3 6 . 4  
2 7 . 2  
5 . 4  
7 . 6  
1 0 . 0  
1 2 7  
E f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  
T h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p l a n t  c a t e g o r y  a n d  d e f o l i a t i o n  t r e a t m e n t  
( A p p e n d i x  I X ) .  C r o w n  D M  %  w a s  l o w e r  ( P < O . O l )  i n  d e f o l i a t e d  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  a n d  
f l o w e r i n g  p l a n t s  c o m p a r e d  w i t h  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n ,  b u t  
d e f o l i a t i o n  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  c r o w n  D M  %  o f  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 7 ) .  
R e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  w a s  l o w e r  b o t h  i n  d e f o l i a t e d  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  ( P < O . O S )  a n d  t w o  
y e a r  o l d  p l a n t s  ( P < O . O l )  ( T a b l e  4 . 7 ) .  N e a r l y  a l l  d e f o l i a t e d  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  p l a n t s  
d i e d  ( T a b l e  4 . 7 ) .  
T a b l e  4 . 7 :  E f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  c r o w n  d r y  m a t t e r  p e r c e n t a g e  ( D M  % ) ,  r e g e n e r a t i o n  a n d  
m o r t a l i t y  i n  R .  a c r i s  2 8  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
C r o w n  D M  %  
D e f o l i a t i o n  
P l a n t  c a t e g o r y  
S i x  m o n t h s  f l o w e r i n g  
S i x  m o n t h s  v e g e t a t i v e  
T w o  y e a r  f l o w e r i n g  
L S D
a  
( P < O . O S )  
L S D
3  
( P < O . O I )  
L S D
b  
( P . O . O S )  
2 S . 8  
2 6 . 3  
2 2 . 6  
n  L S D  f o r  h O r I z o n t a l  c o m p a r i s o n s .  
b  L S D  f o r  v e r t i c a l  c o m p a r i s o n s .  
C  P l a n t s  d e a d  o u t  o f  f i v e .  
O r i g i n  o f  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s  
8 . 0  
1 1 . 2  
8 . 3  
+  
1 1 . 2  
4 . 4  
1 7 . 2  
R e g e n e r a t i v e  l e a f  
M o r t a l i t t  
D W  ( g )  
D e f o l i a t i o n  D e f o l i a t i o n  
+  
+  
1 . 8  0 . 7  0  1  
1 . 2  0 . 3  0  
4  
3 . 7  O . S  0  0  
0 . 8  
1 . 1  
0 . 8  
A l l  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s  o r i g i n a t e d  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s .  V e g e t a t i v e  
r e p r o d u c t i o n  o c c u r r e d  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  p l a n t s  i n  a l l  t h r e e  
c a t e g o r i e s .  L i g h t  m i c r o s c o p y  o f  c r o w n  s e c t i o n s  a f t e r  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  g a v e  n o  e v i d e n c e  o f  
a d v e n t i t i o u s  s h o o t  p r o d u c t i o n .  
'  . . . .  ' , - ---;:.-~- ~ - -
4 . 4  D I S C U S S I O N  
T h i s  c h a p t e r  f o c u s e s  o n  t h e  c r o w n  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  o f  R .  a c r i s ,  
a n d  t h e  i n f l u e n c e  o f  e a c h  o n  t h e  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  a f t e r  d e f o l i a t i o n  a n d  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n .  
1 2 8  
T h e r e  w a s  n o  i n d i c a t i o n  t h a t  c r o w n  D W  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  h a d  b e c o m e  d e p l e t e d  a t  
a n y  o f  t h e  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  f r o m  e a r l y - f l o w e r i n g  t o  p o s t - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ,  F i g s .  4 . 1 c ,  
4 . 2 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  r e s o u r c e s  o t h e r  t h a n  c r o w n  r e s e r v e s  w e r e  u t i l i s e d  f o r  t h e  p r o c e s s e s  o f  
f l o w e r i n g .  C r o w n  D W  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l )  w e r e  l o w  a t  p r e - f l o w e r i n g ,  a n d  
i n c r e a s e d  b e t w e e n  e a r l y - f l o w e r i n g  a n d  e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ) ,  w h e n  t h e  i n c r e a s e  i n  
s t e m  b i o m a s s  w a s  g r e a t e s t  ( T a b l e  4 . 1 ;  F i g .  4 . 1 e ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  n u t r i e n t s  r e l e a s e d  f r o m  
s e n e s c i n g  e a r l y - s e a s o n  l e a f  t i s s u e  ( T a b l e  4 . 1 ,  F i g .  4 . 1 d )  c o n t r i b u t e d  t o  f l o w e r i n g  s t e m  
p r o d u c t i o n  f r o m  e a r l y  t o  l a t e - p e a k  f l o w e r i n g .  I n  a d d i t i o n ,  p r o d u c t i o n  o f  f l o w e r i n g  p a r t s  m a y  
b e  c a r r i e d  o u t  t h r o u g h  u t i l i s a t i o n  o f  c u r r e n t  p h o t o s y n t h a t e  ( M o o n e y ,  1 9 7 2 ) .  T h e  f l o w e r i n g  
s t e m s  o f  R .  a c r i s  a r e  t a l l  a n d  b e a r  l e a v e s  w h i c h ,  a s  w e l l  a s  p r o v i d i n g  a  c o m p e t i t i v e  a d v a n t a g e  
a g a i n s t  o t h e r  p a s t u r e  s p e c i e s  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ) ,  p r o v i d e  c o n s i d e r a b l e  p h o t o s y n t h e t i c  a r e a .  T h u s ,  
c u r r e n t  p h o t o s y n t h a t e  m a y  h a v e  c o n t r i b u t e d  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f l o w e r i n g  s t e m s  
i n  R .  a c r i s ,  w i t h  s u f f i c i e n t  n o n - u t i l i s e d  c a r b o h y d r a t e  t o  r e p l e n i s h  c r o w n  r e s e r v e s .  
T h e  i n c r e a s e s  i n  c r o w n  D W  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  ( g / c r o w n - l )  b e t w e e n  e a r l y - f l o w e r i n g  
a n d  e a r l y - p e a k  f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 )  w e r e  n o t  s h o w n  b y  t h e  p e r c e n t a g e  d a t a  ( F i g s .  4 . 1 c ,  4 . 2 ) .  
T h i s  h i g h l i g h t s  a  l i m i t a t i o n  o f  u s i n g  p e r c e n t a g e  d a t a  a l o n e  t o  d e s c r i b e  c h a n g e s  i n  t h e  b i o m a s s  
o f  p l a n t  c o m p o n e n t s ,  s i n c e  a c t u a l  D W  c h a n g e s  o f  t h e  s m a l l e r  p l a n t  c o m p o n e n t s  m a y  b e  
c o n c e a l e d  b y  c o n c u r r e n t  c h a n g e s  i n  t h e  b i o m a s s  o f  t h e  l a r g e r  p l a n t  c o m p o n e n t s .  
T h e  l a r g e  i n c r e a s e s  i n  c r o w n  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  f r o m  l a t e - f l o w e r i n g  t o  p o s t -
f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ,  F i g s .  4 . 1 c ,  4 . 2 ) ,  w e r e  p r o b a b l y  a  r e s u l t  o f  n u t r i e n t  m o b i l i s a t i o n  f r o m  
s e n e s c i n g  f l o w e r i n g  s t e m s ,  t o  t h e  c r o w n  f o r  s t o r a g e  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  C y r  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  C y r  e t  
a l .  ( 1 9 9 0 )  f o u n d  t h a t  s t o r a g e  r e s e r v e s  o f  t h e  p e r e n n i a l  w e e d s  C i c h o r i u m  i n t y b u s  ( L . )  a n d  
T a r a x a c u m  o f f i c i n a l e  ( L . )  a c c u m u l a t e d  d u r i n g  l a t e  s u m m e r  a n d  a u t u m n ,  a n d  r e m a i n e d  a t  p e a k  
l e v e l s  t h r o u g h o u t  t h e  w i n t e r .  A c c u m u l a t i o n  o f  c r o w n  r e s e r v e s  o f  R .  a c r i s  a t  t h e  e n d  o f  
f l o w e r i n g  i n d i c a t e s  t h a t  r e s e r v e  l e v e l s  i n  t h e  c r o w n s  o f  R .  a c r i s  o v e r  t h e  a u t u m n  a n d  w i n t e r  
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p e r i o d  w i l l  b e  h i g h ,  w i t h  i m p l i c a t i o n s  f o r  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  d u r i n g  t h i s  t i m e .  
S m i t h  e t  a l .  ( 1 9 6 4 ) ,  D e r e g i b u s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) ,  a n d  K i g a l  a n d  K o l l e r  ( 1 9 8 5 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  p l a n t s  a t  a n y o n e  t i m e  m a y  b e  l i n k e d  w i t h  t h e  l e v e l  o f  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  i n  t h e i r  u n d e r g r o u n d  o r g a n s .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  
i n c r e a s e d  f r o m  0 . 3 6  g / c r o w n -
1  
t o  4 . 9 1  g / c r o w n -
1  
f r o m  p r e  t o  p o s t - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ) .  T h i s  
r e p r e s e n t e d  a n  i n c r e a s e  i n  c a r b o h y d r a t e  o f  4 0 - 6 0  %  o f  c r o w n  D W  ( F i g .  4 . 2 ) .  A m y  ( 1 9 3 2 )  
m e a s u r e d  r e a d i l y  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  ( d e f i n e d  b y  t h e  a u t h o r  a s  t o t a l  s u g a r s ,  d e x t r i n s ,  
s o l u b l e  s t a r c h e s  a n d  t r u e  s t a r c h ) ,  i n  t h e  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  o r g a n s  o f  f i v e  p e r e n n i a l  w e e d s .  
T h e  r a n g e  o f  v a l u e s  o b t a i n e d ,  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  u n d e r g r o u n d  o r g a n  D W ,  w e r e  3 6 -
5 5  %  f o r  S .  a v e n s i s ,  2 0 - 3 8  %  f o r  E .  e s u l a ,  2 5 - 4 0  %  f o r  N .  a u s t r i a c u m ,  1 5 - 3 8  %  f o r  C .  
a r v e n s e ,  a n d  1 3 - 2 0  %  f o r  A .  r e p e n s .  T o t a l  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  r h i z o m e s  o f  A .  r e p e n s  
m a y  v a r y  b e t w e e n  3 0 - 5 0  %  o f  r h i z o m e  d r y  w e i g h t  ( B u c h h o l t z ,  1 9 6 2 ) .  T h e s e  l e v e l s  w e r e  
c o n s i d e r e d  h i g h ,  a n d  a  m a j o r  f a c t o r  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  v i g o u r  a n d  p e r s i s t e n c e  o f  r e g r o w t h  o f  
A .  r e p e n s  ( B u c h h o l t z ,  1 9 6 2 ) .  T o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  r o o t s  o f  C .  a r v e n s e  
( M c A l l i s t e r  a n d  H a d e r l i e ,  1 9 8 5 ) ,  a n d  E .  e s u l a  ( L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 )  r e a c h e d  
m a x i m u m  v a l u e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 5  %  o f  o r g a n  f r e s h  w e i g h t ,  a n d  3 0  %  o f  o r g a n  d r y  
w e i g h t ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  l e v e l s  o f  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  i n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  c a n  b e  
c o n s i d e r e d  h i g h  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  e s t i m a t e s  f r o m  o t h e r  s p e c i e s ,  a s s u m i n g  t h a t  t h e  
a n a l y t i c a l  m e t h o d s  u s e d  i n  e a c h  c a s e  a r e  c o m p a r a b l e .  T h i s  m a y  c o n t r i b u t e  s u b s t a n t i a l l y  t o  t h e  
r e g e n e r a t i v e  v i g o u r  o f  R .  a c r i s .  
P l a n t s  a t  a l l  f o u r  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  d e m o n s t r a t e d  v i g o r o u s  r e g r o w t h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  
s c l e r o t i o r u m .  S o m e  c r o w n  i n f e c t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  p r e - f l o w e r i n g  p l a n t s ,  b u t  i n f e c t i o n  o f  t h e  
s t e m  b a s e s  a n d  c r o w n s  o f  f l o w e r i n g  p l a n t s  w a s  l i m i t e d ,  w h i c h  s u p p o r t s  p r e v i o u s  o b s e r v a t i o n s  
( C h a p t e r  3 ) .  T h e  g r e a t e s t  n u m b e r  o f  r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  w e r e  p r o d u c e d  a t  t h e  l a t e - f l o w e r i n g  
a n d  w i n t e r  r o s e t t e  s t a g e s ,  a n d  t h e  l o w e s t  a t  p r e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 2 ) .  T h i s  m a y  b e  a  
r e f l e c t i o n  o f  i n c r e a s i n g  c r o w n  b i o m a s s  ( T a b l e  4 . 2 )  a n d  i n c r e a s i n g  c r o w n  r e s e r v e s  w h i c h  h a s  
b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  p a r t i c u l a r l y  a t  t h e  e n d  o f  t h e  f l o w e r i n g  
s e a s o n  ( E x p e r i m e n t  1 a ) .  H o w e v e r ,  d e s p i t e  h a v i n g  t h e  g r e a t e s t  c r o w n  b i o m a s s ,  a n d  p r o b a b l y  
t h e  g r e a t e s t  l e v e l  o f  c r o w n  r e s e r v e s ,  t h e  D W  o f  r e g e n e r a t i o n  p r o d u c e d  b y  w i n t e r  r o s e t t e  p l a n t s  
w a s  l e s s  t h a n  a t  e a r l y - p e a k  a n d  l a t e - f l o w e r i n g ,  a n d  n o  d i f f e r e n t  t o  p r e - f l o w e r i n g  p l a n t s  ( T a b l e  
4 . 2 ) .  T h u s ,  r e g e n e r a t i o n  o f  w i n t e r  r o s e t t e  p l a n t s  w a s  l e s s  r a p i d  i n  t e r m s  o f  l e a f  g r o w t h  p e r  
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u n i t  o f  t i m e .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  f l o w e r i n g  i n  R .  a c r i s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  
r e g e n e r a t i v e  v i g o u r  c o m p a r e d  w i t h  t h e  v e g e t a t i v e  p h a s e s .  T h i s  s u g g e s t i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  
r e s u l t s  f r o m  E x p e r i m e n t  3 ,  i n  w h i c h  s i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  h a d  a  g r e a t e r  r e g e n e r a t i v e  
c a p a c i t y  i n  r e s p o n s e  t o  d e f o l i a t i o n ,  t h a n  v e g e t a t i v e  p l a n t s  o f  t h e  s a m e  a g e  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g s .  
4 . 3 , 4 . 4 ) .  
O n e  p r o b l e m  a s s o c i a t e d  w i t h  l o n g  t i m e - s p a n  e x p e r i m e n t s  i s  t h e  f a c t  t h a t  t i m e  i s  l i n k e d  w i t h  
p l a n t  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e .  F o r  i n s t a n c e ,  t h e  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  c r o w n  D W  a n d  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  b e t w e e n  p r e - f l o w e r i n g  a n d  p o s t - f l o w e r i n g  p l a n t s  ( T a b l e  4 . 1 ,  F i g s .  4 . 1 c ,  4 . 2 ) ,  
m a y  b e  d u e  i n  p a r t  t o  t o t a l  g r o w t h  d u r i n g  t h e  f i v e  m o n t h  p e r i o d  w h i c h  s e p a r a t e s  t h e s e  t w o  
o b s e r v a t i o n s ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  e f f e c t  o f  a  f l o w e r i n g  s e a s o n .  I f  E x p e r i m e n t  1  w e r e  t o  b e  
r e p e a t e d ,  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  p r e - f l o w e r i n g  a n d  p o s t - f l o w e r i n g  p l a n t s  m i g h t  b e  i m p r o v e d  b y  
t a k i n g  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  a t  i n t e r v a l s  d u r i n g  t h e s e  s t a g e s .  
R e s t r i c t i o n s  i m p o s e d  b y  t h e  l o w  o v e r a l l  n u m b e r s  o f  f l o w e r i n g  p l a n t s  m e a n t  t h a t  t h e  s e l e c t i o n  
o f  p l a n t s  a t  e a c h  p h e n o l o g i c a l  s t a g e  b e c a m e  l e s s  r a n d o m  a s  E x p e r i m e n t  1  p r o g r e s s e d .  F o r  R .  
a c r i s ,  t h e r e  i s  n o  m e a s u r e  o f  t h e  f l o w e r i n g  r e s p o n s e  o f  a  p o p u l a t i o n  o f  p l a n t s ,  a n d  n o  m e t h o d  
t o  i n d u c e  f l o w e r i n g .  S o m e  p l a n t s  w e r e  p l a c e d  a t  4  ° C  f o r  t h r e e  d a y s  t o  i m p o s e  a  c h i l l i n g  
p e r i o d ,  b u t  t h i s  d i d  n o t  i n d u c e  f l o w e r i n g .  T h e  p r o b l e m  m a y  h a v e  b e e n  a v o i d e d  t o  s o m e  e x t e n t  
b y  h a v i n g  a  g r e a t e r  i n i t i a l  n u m b e r  o f  p l a n t s ,  b u t  t h i s  w a s  n o t  p o s s i b l e  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  
s i n c e  g l a s s h o u s e  s p a c e  w a s  l i m i t e d .  
T h e  f a c t  t h a t  t h e  r e p l i c a t e  p l a n t s  a t  e a c h  p h e n o l o g i c a l  s t a g e  ( t r e a t m e n t )  w e r e  h a r v e s t e d  a t  t h e  
s a m e  t i m e ,  i n t r o d u c e d  a  p o s s i b l e  c o n f o u n d i n g  e f f e c t  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  d a t e s  o f  o n s e t  
o f  f l o w e r i n g  b e t w e e n  t r e a t m e n t s  ( A p p e n d i x  V I I ) .  I t  w a s  n o t  k n o w n  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  
e x p e r i m e n t  e x a c t l y  w h i c h  p h e n o l o g i c a l  s t a g e s  w e r e  g o i n g  t o  b e  s t u d i e d ,  n o r  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t i m e  a n d  p h e n o l o g i c a l  d e v e l o p m e n t  o f  R .  a c r i s  d u r i n g  f l o w e r i n g  u n d e r  g l a s s h o u s e  
c o n d i t i o n s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  c o u l d  h a v e  b e e n  s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e d  b y  r a n d o m l y  
a s s i g n i n g  e a c h  t r e a t m e n t  t o  p l a n t s  w i t h i n  a  b a t c h  w h i c h  f l o w e r e d  w i t h i n  t h e  s a m e  t i m e  p e r i o d .  
V a r i a b i l i t y  i n  d a t e s  o f  f l o w e r i n g  i n i t i a t i o n  c o u l d  h a v e  b e e n  i n c o r p o r a t e d  w i t h i n  e a c h  
t r e a t m e n t ,  a n d  d a t e  o f  o n s e t  o f  f l o w e r i n g  i n c l u d e d  a s  a  f a c t o r  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e ,  
p r o v i d e d  p l a n t  n u m b e r s  w e r e  s u f f i c i e n t  f o r  r e p l i c a t i o n .  G i v e n  t h e  l i m i t a t i o n s  i m p o s e d  b y  
b i o l o g i c a l  a n d  p h y s i c a l  r e s o u r c e s ,  t h e  p r e s e n t  d e s i g n  i s  s e e n  a s  s a t i s f a c t o r y ,  s i n c e  t h e  d a t a  d o  
p r o v i d e  v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n  o n  d r y  m a t t e r  p a r t i t i o n i n g  a n d  t h e  s t a t u s  o f  c r o w n  r e s e r v e s  
d u r i n g  p h e n o l o g i c a l  d e v e l o p m e n t .  
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D e f o l i a t i o n  m a y  c a u s e  p l a n t s  t o  d r a w  u p o n  t h e i r  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  i n  s u p p o r t  o f  
r e g r o w t h  ( P r i e s t l y ,  1 9 6 2 ;  M o o n e y ,  1 9 7 2 ;  B a u r - H o c h  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  R e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  o f  t w o  
y e a r  o l d  p l a n t s  c a u s e d  r e g e n e r a t i v e  l e a f  D W  t o  d e c l i n e  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g .  4 . 4 )  a n d  r e d u c e d  
( P < O . 0 1 )  c r o w n  D W  a n d  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  ( T a b l e  4 . 6 ) .  T h u s ,  a  s i g n i f i c a n t  l e v e l  o f  
a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  w e r e  u t i l i s e d  d u r i n g  t h e  d e f o l i a t i o n  p e r i o d .  A f t e r  t h e  f i f t h  d e f o l i a t i o n ,  
t h e r e  w e r e  n o  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  p l a n t  c a t e g o r i e s  i n  c r o w n  D W  n o r  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  
( T a b l e  4 . 6 ) .  T h i s  i s  p e r h a p s  r e f l e c t e d  i n  t h e  s i m i l a r  b i o m a s s  o f  r e g e n e r a t i o n  p r o d u c e d  b y  t w o  
y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  a n d  s i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s  a t  t h e  e n d  o f  t h e  d e f o l i a t i o n  
p e r i o d  ( F i g .  4 . 4 ) .  T h e  f a c t  t h a t  d e f o l i a t i o n  r e d u c e d  t h e  c r o w n  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  a n d  
r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o f  a  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t  t o  t h a t  o f  a  s i x  m o n t h  o l d  f l o w e r i n g  
p l a n t ,  p r o v i d e s  s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  r o l e  o f  r e s e r v e s  i n  s u p p o r t  o f  r e g r o w t h  i n  t w o  y e a r  o l d  
p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  
I n  c o n t r a s t  t o  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s ,  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  o f  s i x  m o n t h  o l d  R .  a c r i s  p l a n t s  d i d  
n o t  r e d u c e  t h e i r  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y ,  n o r  d e p l e t e  c r o w n  D W  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  
( g / c r o w n - l )  ( T a b l e s  4 . 5 ,  4 . 6 ,  F i g s .  4 . 3 ,  4 . 4 ) .  D e f o l i a t e d  p l a n t s  r e t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  3 0  %  
c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  ( T a b l e  4 . 6 ) ,  w h i c h ,  a l t h o u g h  l e s s  t h a n  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s ,  w a s  
p r o b a b l y  s u f f i c i e n t  n o t  t o  h a v e  a  l i m i t i n g  e f f e c t  o n  t h e  r e g e n e r a t i v e  c a p a b i l i t y  o f  s i x  m o n t h  
o l d  p l a n t s .  A p p r o x i m a t e l y  1 0  %  r e s e r v e  c a r b o h y d r a t e  w a s  n e c e s s a r y  f o r  r h i z o m e  s u r v i v a l  o f  
P .  a q u i l i n u m  ( W i l l i a m s  a n d  F o l e y ,  1 9 7 6 ) ,  a n d  1 5  %  r e s e r v e  c a r b o h y d r a t e  w a s  n e c e s s a r y  f o r  
r h i z o m e  r e c o v e r y  o f  A .  r e p e n s  ( T u r n e r ,  1 9 6 9 ) .  H i d a k a  ( 1 9 7 3 ) ,  f o u n d  t h a t  t h r e e  d e f o l i a t i o n s  a t  
t w o  w e e k  i n t e r v a l s  r e d u c e d  r o o t  t o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e s  ( T N C )  o f  R .  o b t u s i f o l i u s  t o  
8  %  c o m p a r e d  w i t h  3 7  %  r o o t  T N C  o f  n o n - d e f o l i a t e d  p l a n t s .  T h i s  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a  
f a c t o r  c o n t r i b u t i n g  t o  d e c r e a s e d  r e g r o w t h  i n  t h i s  w e e d  ( H i d a k a ,  1 9 7 3 ) .  W i t h o u t  k n o w i n g  t h e  
b i o m a s s  d a t a  f o r  R .  o b t u s i f o l i u s  r o o t s ,  i t  c a n  o n l y  b e  a s s u m e d  t h a t  a  r e d u c t i o n  i n  R .  
o b t u s i f o l i u s  r o o t  T N C  o f  3 7  %  t o  8  %  ( H i d a k a ,  1 9 7 3 ) ,  i s  m o r e  i m p o r t a n t  t h a n  a  r e d u c t i o n  o f  
4 0  %  t o  3 0  %  i n  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  o f  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s .  T h i s  
e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  p r e s e n t i n g  a c t u a l  D W  ( g )  d a t a  a l o n g s i d e  p e r c e n t a g e  d a t a .  
T h e  e x a c t  r o l e  o f  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  i n  d e t e r m i n i n g  t h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  
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p e r e n n i a l  p l a n t s  h a s  b e e n  a n  i n c r e a s i n g l y  c o n t r o v e r s i a l  a r e a  o f  r e s e a r c h ,  w i t h  s o m e  a u t h o r s  
f i n d i n g  n o  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e s e  t w o  v a r i a b l e s  ( J a m e s o n ,  1 9 6 3 ;  D e r e g i b u s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  
R i c h a r d s  a n d  C a l d w e l l ,  1 9 8 5 ;  H o g g  a n d  L i e f f e r s ,  1 9 9 1 ) .  C a r b o h y d r a t e s  a r e  j u s t  p a r t  o f  a  
w i d e r  p o o l  o f  r e s e r v e s ,  i n c l u d i n g  l i p i d s  a n d  n i t r o g e n o u s  c o m p o u n d s ,  w h i c h  a r e  u t i l i s e d  f o r  
r e g r o w t h  i n  p e r e n n i a l  p l a n t s  ( C y r  e t  a I . ,  1 9 9 0 ) .  I n  A .  m i l l e f o l i u m  a n d  E .  r e p e n s ,  t h e  a c t u a l  
c o n t r i b u t i o n  o f  r e s e r v e  c a r b o h y d r a t e  t o  r e g r o w t h  f o l l o w i n g  d e f o l i a t i o n  m a y  b e  l e s s  t h a n  2 0  %  
( H e n s k e n s ,  1 9 9 3 ) ,  a n d  e v e n  l o w e r  f o r  o t h e r  s p e c i e s  ( R i c h a r d s  a n d  C a l d w e l l ,  1 9 8 5 ) .  
M o b i l i s a t i o n  o f  n i t r o g e n o u s  c o m p o u n d s ,  a n d  p o s s i b l y  h e m i c e l l u l o s e ,  f r o m  p l a n t  r e s e r v e  
o r g a n s  m a y  a l s o  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  r e g r o w t h  f o l l o w i n g  d e f o l i a t i o n ,  a n d  a c c o u n t  f o r  
c h a n g e s  i n  t h e  b i o m a s s  o f  r e s e r v e  o r g a n s  ( D a v i d s o n  , a n d  M i l t h o r p e ,  1 9 6 6 ;  R i c h a r d s  a n d  
C a l d w e l l ,  1 9 8 5 ;  C u l v e n o r ,  D a v i d s o n  a n d  S i m p s o n ,  1 9 8 9 ;  C y r  a n d  B e w l e y ,  1 9 9 0 ;  H e n s k e n s ,  
1 9 9 3 ) .  
I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  a d d i t i o n a l  r e s o u r c e s  w e r e  u t i l i s e d  f o r  r e g r o w t h  i n  d e f o l i a t e d  s i x  m o n t h  o l d  
p l a n t s .  M a n y  p l a n t s  a r e  a b l e  t o  r e s p o n d  p o s i t i v e l y  t o  d e f o l i a t i o n  t h r o u g h  m e c h a n i s m s  o f  
c o m p e n s a t o r y  g r o w t h  ( M c N a u g h t o n ,  1 9 8 3 ;  B e l s k y ,  1 9 8 6 ;  M i c h a u d ,  1 9 9 1 ) ,  s u c h  t h a t  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  m a y  b e  r e q u i r e d  o n l y  f o r  a  s h o r t  p e r i o d  a f t e r  d e f o l i a t i o n  t o  p r o d u c e  t h e  
f i r s t  f e w  r e g e n e r a t i n g  l e a v e s  ( O r o d h o  a n d  T r l i c a ,  1 9 9 0 ) .  H e n s k e n s  ( 1 9 9 3 )  p r o v i d e d  e v i d e n c e  
t h a t  E .  r e p e n s ,  A .  m i l l e f o l i u m ,  a n d  C .  a r v e n s e  w e r e  a b l e  t o  c o m p e n s a t e  f o r  l o s s  o f  l e a f  a r e a  
b y  i n c r e a s i n g  r a t e s  o f  p h o t o s y n t h e s i s  i n  t h e  n e w  l e a f  t i s s u e s .  D a v i d s o n  a n d  M i l t h o r p e  ( 1 9 6 6 ) ,  
a n d  C y r  a n d  B e w l e y  ( 1 9 9 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  s u b s e q u e n t  r e g r o w t h  i n  D a c t y l i s  g l o m e r a t a  ( L . )  
a n d  E .  e s u l a  r e s p e c t i v e l y ,  w a s  m o r e  d e p e n d e n t  o n  c a r b o h y d r a t e s  p r o d u c e d  b y  c u r r e n t  
p h o t o s y n t h e s i s  t h a n  o n  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s .  C o m p e n s a t o r y  g r o w t h  m a y  a l s o  o c c u r  i n  
r e s p o n s e  t o  p a t h o g e n  i n v a s i o n .  F o r  i n s t a n c e ,  W y m o r e  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e ,  C .  c o c c o d e s ,  m a y  h a v e  s t i m u l a t e d  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  o f  t h e  w e e d ,  
A .  t h e o p h r a s t i  a f t e r  k i l l i n g  i n o c u l a t e d  l e a v e s .  I f  R .  a c r i s  i s  a b l e  t o  r e s p o n d  p o s i t i v e l y  t o  
i n f e c t i o n  a n d  d e f o l i a t i o n  b y  m o r e  r a p i d  t i s s u e  p r o d u c t i o n  t h a n  t h a t  w h i c h  o c c u r s  f o r  n o r m a l  
g r o w t h ,  t h i s  m a y  p a r t i a l l y  e x p l a i n  t h e  v i g o r o u s  r e g e n e r a t i o n  o b s e r v e d  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n .  S u c h  a  r e s p o n s e  m i g h t  a l s o  e x p l a i n  w h y  s h o o t s  a n d  l e a v e s  c o u l d  g r o w  a w a y  
u n d a m a g e d  f r o m  t h e  i n f e c t i o n  z o n e  a r o u n d  t h e  c r o w n  a f t e r  a  s e c o n d  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  
s c l e r o t i o r u m  ( T a b l e  4 . 3 ) .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  B o u r d o t  e t  a l .  ( 1 9 9 3 ) ,  w h o  f o u n d  t h a t  t h e  
r e g r o w i n g  s h o o t s  o f  C .  a r v e n s e  w e r e  r e - i n f e c t e d  f r o m  d e a d  p a r e n t  t i s s u e  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n o c u l a t i o n  i n  t h e  f i e l d .  
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R e c o v e r y  o f  R .  a c r i s  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  w a s  w e a k e n e d  b y  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  
( T a b l e  4 . 7 ) .  D e f o l i a t i o n  i n c r e a s e d  i n f e c t i o n  a n d  m o r t a l i t y  o f  s i x  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  a n d  
f l o w e r i n g  p l a n t s ,  r e s u l t i n g  i n  r e d u c e d  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  ( T a b l e  4 . 7 ) .  A  l o w  c r o w n  D M  %  
i n d i c a t e d  s e v e r e  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n ,  g i v e n  t h e  s y m p t o m s  o f  w a t e r y  s o f t  r o t  a s s o c i a t e d  
w i t h  S c l e r o t i n i a  d i s e a s e s  ( T a b l e  4 . 7 ) .  D e f o l i a t i o n  m a y  h a v e  i n c r e a s e d  t h e  n u m b e r  o f  i n v a s i o n  
s i t e s  i n  t h e s e  p l a n t s ,  o r  w e a k e n e d  c r o w n  r e s i s t a n c e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  b y  p l a c i n g  s t r e s s  o n  t h e  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  o f  R .  a c r i s ,  s i n c e  c a r b o n  p r o d u c t s  a r e  r e q u i r e d  f o r  d e f e n c e  a s  w e l l  a s  
f o r  r e s p i r a t i o n ,  r e s e r v e s  a n d  g r o w t h  ( T e a g u e ,  1 9 8 9 ) .  D e f o l i a t i o n  o f  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  d i d  n o t  
i n c r e a s e  t h e  s e v e r i t y  o f  i n f e c t i o n  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  H o w e v e r ,  p o s t -
i n f e c t i o n  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  w a s  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  i n  d e f o l i a t e d  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  
( T a b l e  4 . 7 ) ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  o f  r e s e r v e  d e p l e t i o n .  S i n c e  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  w e r e  s i m i l a r  t o  
m a t u r e  p l a n t s  i n  t h e  f i e l d ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  c o u l d  b e  e x p l o i t e d  a s  p a r t  o f  
a n  i n t e g r a t e d  c o n t r o l  s t r a t e g y  f o r  R .  a c r i s ,  t o  i n c r e a s e  t h e  e f f i c a c y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n o c u l a t i o n .  
T h e  a b i l i t y  o f  a  p l a n t  t o  r e c o v e r  a f t e r  d e f o l i a t i o n  i s  g r e a t l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  n u m b e r  o f  b u d s  
o r  m e r i s t e m s  w h i c h  c a n  b e  r e l e a s e d  f r o m  d o r m a n c y  ( B u c h h o l t z ,  1 9 6 2 ;  M c N a u g h t o n ,  1 9 8 3 ;  
K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ;  e y r  a n d  B e w l e y ,  1 9 9 0 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  
a n d  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  m a i n t a i n e d  s h o o t  p r o d u c t i o n  d u r i n g  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n ,  
w i t h o u t  a n  a p p a r e n t  d e c l i n e  i n  t h e  n u m b e r  o f  r e g r o w t h  s i t e s  ( T a b l e  4 . 5 ,  F i g .  4 . 3 ) .  A l l  
r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s  a p p e a r e d  t o  g r o w  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s .  A  s h o o t  
m e r i s t e m  d e v e l o p i n g  a n y w h e r e  o n  t h e  p l a n t  i n  t h e  t o t a l  a b s e n c e  o f  a  s u b t e n d i n g  l e a f  i s  t e r m e d  
a d v e n t i t i o u s  ( B e l l ,  1 9 9 1 ) ,  a n d  t h e  m a j o r  r o l e  o f  a d v e n t i t i o u s  b u d s  i s  p l a y e d  b y  t h o s e  f o r m e d  
o n  r o o t s  ( K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ) .  I f  a d v e n t i t i o u s  b u d s  a r o s e  o n  R .  a c r i s  c r o w n  t i s s u e ,  t h i s  
w a s  d i f f i c u l t  t o  d e t e c t  b y  l i g h t  m i c r o s c o p y .  I t  i s  m o s t  l i k e l y  t h a t  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  
w e r e  t h e  s o l e  s o u r c e  o f  r e g e n e r a t i v e  s h o o t s  o f  R .  a c r i s ,  a n d  t h a t  R .  a c r i s  h a s  a n  a b u n d a n t  
s u p p l y  o f  i n a c t i v e  b u d s  o n  i t s  c r o w n .  T h i s  w a s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n f l u e n c i n g  t h e  
r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s .  
V e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n ,  t h e  f u r t h e r  g r o w t h  o f  a n  a x i l l a r y  b u d  i n t o  a n  i n d e p e n d e n t  p l a n t l e t ,  
o c c u r r e d  i n  r e s p o n s e  t o  i n f e c t i o n  a n d  d e f o l i a t i o n  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  A l t h o u g h  B r o w n  ( 1 9 9 3 )  
o b s e r v e d  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  o c c u r r i n g  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  f l o w e r i n g  s t e m s  o f  R .  a c r i s ,  
t h i s  w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  p l a n t s  d u r i n g  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a s  a l l  p l a n t l e t s  d e v e l o p e d  f r o m  b u d s  
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o n  t h e  c r o w n .  A s e x u a l  r e p r o d u c t i o n  i n  w e e d s  p r e s e n t s  a  c o m p l e x  c o n t r o l  p r o b l e m  ( F o r s y t h  
a n d  W a t s o n ,  1 9 8 5 ) .  T h e  m a j o r  e f f e c t  o f  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  i n  R .  a c r i s  f o l l o w i n g  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  w a s  t o  i n c r e a s e  t h e  n u m b e r  o f  r e g r o w t h  s i t e s  p e r  p l a n t ,  a n d  t h e r e f o r e  
t h e  p r o l i f i c a c y  o f  r e g e n e r a t i o n .  V e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n  v a r i e d  a c c o r d i n g  t o  p h e n o l o g i c a l  s t a g e ,  a n d  w a s  g r e a t e s t  a t  l a t e - f l o w e r i n g  ( T a b l e  
4 . 2 ) .  L a t e - f l o w e r i n g  i n  R .  a c r i s  m a y  b e  g e n e r a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  a  g r e a t e r  c a p a c i t y  f o r  
v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  s i n c e  t h e  l a t e - f l o w e r i n g  s e a s o n  c o i n c i d e s  w i t h  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  
i n  n a t u r a l  p o p u l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ;  S a r u k h a n  a n d  H a r p e r ,  1 9 7 3 ;  S a r u k h a n ,  1 9 7 4 ;  
B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  
T h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t ,  d u e  t o  l i m i t e d  i n f e c t i o n  a n d  h i g h  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l ,  t h e  
f l o w e r i n g  s e a s o n  p e r  s e  i s  p r o b a b l y  r i o t  a n  e f f e c t i v e  p e r i o d  f o r  m y c o h e r b i c i d e  c o n t r o l  o f  R .  
a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  B a s e d  o n  r e s u l t s  f r o m  t h r e e  m o n t h  o l d  p r e - f l o w e r i n g  p l a n t s ,  i t  i s  
.  -
s u g g e s t e d  t h a t  p r e - f l o w e r i n g  m a y  b e  t h e  m o s t  e f f i c a c i o u s  p e r i o d  f o r  m y c o h e r b i c i d e  
i n o c u l a t i o n ,  i r r e s p e c t i v e  o f  p l a n t  a g e ,  s i n c e  t h e  p r e - f l o w e r i n g  p e r i o d  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  
r e s e r v e s ,  a n d  l o w  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  ( E x p e r i m e n t  1 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  a b s e n c e  o f  f l o w e r i n g  
s t e m s ,  w h i c h  w e r e  n o t  r e a d i l y  d e g r a d e d  b y  S .  s c l e r o t i o r u m ,  m e a n t  t h a t  i n f e c t i o n  o f  v e g e t a t i v e  
p l a n t s  w a s  g e n e r a l l y  m o r e  s e v e r e .  I n  m y c o h e r b i c i d e - b a s e d  m a n a g e m e n t ,  a d d i t i o n a l  c o n t r o l  
m e a s u r e s  m a y  b e  n e e d e d  t o  i n c r e a s e  s t r e s s  o n  t h e  w e e d ,  r e n d e r i n g  i t  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  t h e  
p a t h o g e n  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  T h e  f a c t  t h a t  r e s e r v e  d e p l e t i o n  o f  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  o f  
R .  a c r i s  o c c u r r e d  a f t e r  a  r e g i m e  o f  s u b s e q u e n t  d e f o l i a t i o n s ,  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  p o t e n t i a l  t o  
i n c o r p o r a t e  s t r a t e g i e s  s u c h  a s  c u t t i n g  o r  g r a z i n g  t o  d e p l e t e  r e s e r v e s  a n d  r e d u c e  t h e  r e g r o w t h  
c a p a c i t y  o f  R .  a c r i s .  P o s s i b i l i t i e s  f o r  f u r t h e r  r e s e a r c h  a r e  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  5 .  
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C H A P T E R  5  
G E N E R A L  D I S C U S S I O N  
5 . 1  T h e  i m p l i c a t i o n s  o f  t a r g e t i n g  a  p e r e n n i a l  w e e d  
C o n t r o l  o f  t h e  p e r e n n i a l  p a s t u r e  w e e d ,  R .  a c r i s ,  i s  i m p o s s i b l e  u s i n g  t h e  t r a d i t i o n a l  c u l t u r a l  a n d  
h e r b i c i d a l  c o n t r o l  m e t h o d s  c u r r e n t l y  c a r r i e d  o u t  b y  m o s t  f a r m e r s  ( B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  A l t h o u g h  
B o u r d o t  e t  a l .  ( 1 9 9 0 )  i d e n t i f i e d  p o p u l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  r e s i s t a n t  t o  t h e  p h e n o x y  h e r b i c i d e s  
M C P A  a n d  M C P B ,  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  i s  s t i l l  l a r g e l y  b a s e d  o n  t h e s e  h e r b i c i d e s  ( B r o w n ,  
1 9 9 3 ) ,  a n d  r e s e a r c h  i n t o  h e r b i c i d e  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  c o n t i n u e s  ( B u t c h e r ,  S t r a c h a n  a n d  F i e l d ,  
1 9 9 3 ) .  T h i s  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  e v a l u a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s  w i t h  S .  
s c l e r o t i o r u m ,  a n d  i s  t h e  f i r s t  e v a l u a t i o n  o f  a n  a l t e r n a t i v e  a p p r o a c h  t o  t h e  c o n t r o l  o f  R .  a c r i s ,  
b a s e d  o n  t h e  m y c o h e r b i c i d e  s t r a t e g y  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ) .  T h e  r e s e a r c h  f o c u s e d  o n  t h e  
c o n s t r a i n t s  t o  s u c c e s s f u l  c o n t r o l  p r e s e n t e d  ' b y  t h e  r e s i s t a n c e  o f  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  o r g a n s  t o  
t h e  p a t h o g e n ,  a n d  t h e  h i g h l y  v i g o r o u s  r e g r o w t h  c a p a c i t y  o f  t h e  w e e d .  T h e s e  t w o  i s s u e s  
r e c u r r e d  t h r o u g h o u t  e a c h  e x p e r i m e n t a l  c h a p t e r ,  a n d  t o g e t h e r  l i m i t e d  t h e  e f f i c a c y  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  a s  a  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e  f o r  R .  a c r i s .  T h u s ,  t h e  p e r e n n i a l  h a b i t  a n d  r e g r o w t h  
c a p a b i l i t y  o f  R .  a c r i s  f o r m e d  a  c r i t i c a l  p a r t  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  
T h e  d i f f i c u l t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o n t r o l l i n g  p e r e n n i a l  w e e d s ,  w h e t h e r  b y  m e c h a n i c a l ,  c h e m i c a l  
o r  b i o l o g i c a l  m e a n s ,  h a v e  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  ( e g .  H o l m ,  P l u c k n e t t ,  P a n c h o  a n d  H e r b e r g e r ,  
1 9 7 7 ;  M c W h o r t e r  a n d  C h a n d l e r ,  1 9 8 2 ;  F o r s y t h  a n d  W a t s o n ,  1 9 8 5 ;  H o l t ,  1 9 8 8 ;  H u b e r -
M e i n i c k e  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  H e n s k e n s ,  1 9 9 3 ) .  P e r e n n i a l  w e e d s  c o n t a i n  u n d e r g r o u n d  s t r u c t u r e s  
w h i c h  m a y  b e  m o d i f i e d  s t e m s  s u c h  a s  s t o l o n s ,  r h i z o m e s ,  c o r m s  a n d  t u b e r s  ( f o r  e x a m p l e  A .  
r e p e n s ,  P .  a q u i l i n u m  a n d  C y p e r u s  r o t u n d u s  ( L . ) ) ,  t a p  r o o t s  ( f o r  e x a m p l e  R u m e x  s p p .  a n d  T .  
o f f i c i n a l e )  o r  c o m p l e x  u n d e r g r o u n d  r o o t  s y s t e m s  ( f o r  e x a m p l e  C .  a r v e n s e )  ( W i l l i a m s  a n d  
F o l e y ,  1 9 7 6 ;  H o l m  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  R o b e r t s ,  1 9 8 2 ;  B e l l ,  1 9 9 1 ) .  T h e  u n d e r g r o u n d ,  p e r e n n a t i n g  
o r g a n  o f  R .  a c r i s ,  w h i c h  i s  a  m o d i f i e d  s t e m  w i t h  a  d e n s e  s e r i e s  o f  n o d e s  ( s e e  A p p e n d i x  I ) ,  
h a s  b e e n  t e r m e d  a  s t o c k  ( C l a p h a m  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  G r i m e  e t  a l . ,  1 9 8 8 )  a n d  a  r h i z o m e  ( H a r p e r ,  
1 9 5 7 ;  S a r u k h a n  a n d  H a r p e r ,  1 9 7 3 ;  S a r u k h a n ,  1 9 7 4 ) .  T h e r e  m a y  b e  v e r y  l i t t l e  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  a  r h i z o m e  s y s t e m  w i t h  v e r y  s h o r t  r h i z o m e  s y m p o d i a l  u n i t s  a n d  o t h e r  m o d i f i e d  s t e m  
s t r u c t u r e s  ( B e l l ,  1 9 9 1 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  u n d e r g r o u n d ,  p e r e n n a t i n g  o r g a n  o f  R .  a c r i s  
h a s  b e e n  t e r m e d  a  c r o w n .  
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T h e  u n d e r g r o u n d  s t r u c t u r e s  o f  p e r e n n i a l  w e e d s  s e r v e  a s  f o o d  s t o r a g e  o r g a n s ,  a n d  p r o d u c e  
b u d s  o r  m e r i s t e m s  w h i c h  c a n  r e g e n e r a t e  n e w  s h o o t s  a n d  r o o t s  ( H o l t ,  1 9 8 8 ) .  T h e  d i f f i c u l t i e s  o f  
c o n t r o l l i n g  p e r e n n i a l  w e e d s  a r i s e  l a r g e l y  f r o m  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  t h e  p r o t e c t e d  u n d e r g r o u n d  
o r g a n s  d u r i n g  u n f a v o u r a b l e  c o n d i t i o n s ,  f o r  i n s t a n c e  d u r i n g  a t t e m p t s  a t  c o n t r o l  ( W i l l i a m s  a n d  
F o l e y ,  1 9 7 6 ;  K i g a l  a n d  K o l l e r ,  1 9 8 5 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 ) .  C u l t u r a l  c o n t r o l  m e a s u r e s  
f o r  p e r e n n i a l  w e e d s  a r e  u s u a l l y  c a r r i e d  o u t  t o  d e p l e t e  t h e  f o o d  r e s e r v e s  o f  t h e i r  u n d e r g r o u n d  
o r g a n s  ( P a t r i q u i n ,  1 9 8 8 ) ,  a n d  h e r b i c i d e  c o n t r o l  m e a s u r e s  m a y  b e  t i m e d  t o  c o i n c i d e  w i t h  
t r a n s l o c a t i o n  o f  r e s e r v e s  t o  t h e  u n d e r g r o u n d  o r g a n s  ( R o b e r t s ,  1 9 8 2 ;  L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  
1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  e v e n  w h e n  t h e  u n d e r g r o u n d  s t r u c t u r e s  a r e  d a m a g e d  a s  a  r e s u l t  o f  e r a d i c a t i o n  
p r o c e d u r e s ,  m a n y  p e r e n n i a l  w e e d s  s h o w  v i g o r o u s ,  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  f r o m  f r a g m e n t s ,  
e n a b l i n g  s u r v i v a l  d u r i n g  e r a d i c a t i o n  a t t e m p t s  ( B a k e r ,  1 9 7 4 ;  H o l t ,  1 9 8 8 ) .  R a n u n c u l u s  a c r i s  
e x h i b i t e d  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  t h r o u g h o u t  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  w h i c h  w a s  a n  i m p o r t a n t  
s u r v i v a l  m e c h a n i s m  f o l l o w i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n .  
T h e  p e r e n n i a l  n a t u r e  o f  R .  a c r i s  s t r o n g l y  i n f l u e n c e d  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h i s  m y c o h e r b i c i d e  
p r o g r a m m e .  I n v e s t i g a t i o n s  c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  f o l l o w i n g  i m p o r t a n t  a s p e c t s ;  i )  t h e  e f f i c a c y  o f  
i s o l a t e  s c r e e n i n g  m e t h o d o l o g y  f o r  t h i s  p e r e n n i a l  w e e d ,  i i )  t h e  r o l e  o f  t h e  c r o w n  a s  t h e  k e y  
t a r g e t  f o r  S .  s c l e  r o t i o  r u m ,  a n d  t h e  b a s i s  o f  c r o w n  r e s i s t a n c e  a n d  b u d  s u r v i v a l ,  a n d  i i i )  t h e  
r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  a s  i n f l u e n c e d  b y  c r o w n  b i o m a s s ,  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  
r e s e r v e  s t a t u s  a n d  d e f o l i a t i o n .  
5 . 2  S e l e c t i o n  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  a s  a  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e  
F i v e  f u n g a l  p a t h o g e n  s p e c i e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  n a t u r a l  p o p U l a t i o n s  o f  R .  a c r i s  i n  t h e  G o l d e n  
B a y  a n d  C a n t e r b u r y  r e g i o n s  o f  N e w  Z e a l a n d  ( s e c t i o n  1 . 1 3 ) .  O f  t h e s e  f i v e  f u n g a l  p a t h o g e n s ,  S .  
s c l e r o t i o r u m  w a s  c h o s e n  a s  t h e  c a n d i d a t e  p a t h o g e n  b e c a u s e  o f  i t s  a b i l i t y  t o  i n f l i c t  s e v e r e  
d a m a g e  t o  s u s c e p t i b l e  h o s t  p l a n t s  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ;  W i l l e t t s  a n d  W o n g ,  1 9 8 0 ) ,  a n d  b e c a u s e  i t  
h a s  s h o w n  p o t e n t i a l  a s  a  b i o c o n t r o l  a g e n t  f o r  p e r e n n i a l  w e e d s  s u c h  a s  C i r s i u m  a r v e n s e  L .  
( S c o p . ) ,  a n d  T a r a x a c u m  o f f i c i n a l e  W e b e r  i n  W i g g e r s  ( B r o s t e n  a n d  S a n d s ,  1 9 8 6 ;  R i d d l e  e t  a i . ,  
1 9 9 1 ;  B o u r d o t  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  
S p e c i f i c i t y  t o  t h e  w e e d  h o s t  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a  d e s i r a b l e  a t t r i b u t e  f o r  a  c a n d i d a t e  
m y c o h e r b i c i d e  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  M u k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ;  T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  
1 9 9 0 ) .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  d i s m i s s e d  a s  a  p o t e n t i a l  b i o c o n t r o l  a g e n t  
. .  ;  .  . :  . . .  ~ . . .  :  - . : : - . :  - .  
1 3 7  
o f  w e e d s  i n  N e w  Z e a l a n d  b e c a u s e  o f  i t s  b r o a d  h o s t  r a n g e ,  w h i c h  i n c l u d e s  m a n y  c r o p  p l a n t s ,  
a n d  l a c k  o f  s p e c i f i c i t y  ( C u n n i n g h a m ,  1 9 2 7 ;  J o h n s t o n ,  1 9 9 0
b
) .  I n  c o n t r a s t ,  o t h e r  a u t h o r s  h a v e  
s u g g e s t e d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  h a s  g r e a t  p o t e n t i a l  c o m m e r c i a l  v a l u e  i n  N e w  Z e a l a n d  a s  a  
w e e d  b i o c o n t r o l  a g e n t  b e c a u s e  o f  i t s  h i g h  l e v e l  o f  e f f i c a c y  o n  a  r a n g e  o f  w e e d s  ( P o p a y  a n d  
C h e a h ,  1 9 9 0 ;  B o u r d o t  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  D u r i n g  g l a s s h o u s e  e v a l u a t i o n s ,  W a i p a r a ,  H a r v e y  a n d  
B o u r d o t  ( 1 9 9 3 )  f o u n d  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  w a s  s u f f i c i e n t l y  v i r u l e n t  t o  h a v e  m y c o h e r b i c i d a l  
p o t e n t i a l  a g a i n s t  t h e  p a s t u r e  w e e d s  C .  a r v e n s e ,  C .  v u l g a r e  ( S a v i )  T e n . ,  C a r d u u s  t e n u i f l o r u s  
C u r t . ,  a n d  S e n e c i o  j a c o b a e a  L .  T h e  e f f i c a c y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a g a i n s t  C e n t a u r e a  m a c u l o s a  
L a m .  i n  a d d i t i o n  t o  C .  a r v e n s e ,  d e m o n s t r a t e d  t h e  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  a  b r o a d  h o s t - r a n g e  
p a t h o g e n  w i t h  t h e  p o t e n t i a l  o f  c o n t r o l l i n g  s e v e r a l  w e e d s  w i t h  t h e  s a m e  b i o c o n t r o l  a g e n t  
( S a n d s  e t  a i . ,  1 9 9 0
a
) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  r e d u c i n g  t h e  h o s t  r a n g e ,  s p r e a d ,  a n d  
s u r v i v a l  c a p a c i t y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  u s i n g  b i o t e c h n o l o g i c a l  t e c h n i q u e s ,  h a s  i m p r o v e d  t h e  
p o t e n t i a l  o f  t h i s  p a t h o g e n  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  ( M i l l e r  e t  a i . ,  1 9 8 9
a b
;  S a n d s  e t  a i . ,  1 9 9 0
a b
) .  
T h e  b e n e f i t  o f  a  w i d e  m a r k e t  p o t e n t i a l  f o r  S .  s c l e r o t i o r u m  a g a i n s t  a  r a n g e  o f  t a r g e t  w e e d s ,  
m u s t  b e  w e i g h e d  a g a i n s t  t h e  h a z a r d s  f o r  n o n - t a r g e t  p l a n t s .  P r e v i o u s  r e s e a r c h  i n v o l v i n g  t h e  u s e  
o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  h a s  f o c u s e d  l a r g e l y  o n  t h e  c o n t r o l  o f  p e r e n n i a l  w e e d s  
i n  r a n g e l a n d s ,  t u r f g r a s s  a n d  p a s t u r e s  ( B r o s t e n  a n d  S a n d s ,  1 9 8 6 ;  R i d d l e  e t  a l . ,  1 9 9 1 ;  B o u r d o t  
e t  a l . ,  1 9 9 3 ;  W a i p a r a  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  d o e s  n o t  i n f e c t  d e s i r a b l e  g r a s s e s ,  
n o r  c l o v e r s  ( H u r r e l l  a n d  B o u r d o t ,  1 9 9 3 ) .  A  r i s k  a n a l y s i s  c o n d u c t e d  b y  d e  J o n g ,  S c h e e p e n s  
a n d  Z a d o k s  ( 1 9 9 0 )  s h o w e d  t h a t  t h e  f u n g u s  C h o n d r o s t e r e u m  p u r p u r e u m  ( P e r s .  e x  F r )  P o u z a r ,  
w h i c h  i n f e c t s  m a n y  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  f r u i t  t r e e s ,  c o u l d  b e  u s e d  s a f e l y  a s  a  
m y c o h e r b i c i d e  a g a i n s t  P r u n u s  s e r o t i n a  E r h r .  ( R o s a c e a e )  i n  p i n e  f o r e s t s  i n  t h e  N e t h e r l a n d s .  A s  
p a r t  o f  a  w i d e r  r i s k  a s s e s s m e n t  o f  t h e  u s e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n  p a s t u r e s ,  f a c t o r s  a f f e c t i n g  
m y c e l i o g e n i c  a n d  c a r p o g e n i c  g e r m i n a t i o n  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  s c l e r o t i a  a r e  c u r r e n t l y  b e i n g  
a s s e s s e d  ( K a v e l a g e ,  p e r s .  c o m m . ) .  
5 . 3  T h e  l i m i t a t i o n s  o f  i s o l a t e  s c r e e n i n g  m e t h o d o l o g y  f o r  R .  a c r i s  
G i v e n  t h e  p e r e n n i a l  n a t u r e  o f  R .  a c r i s ,  a  c r i t i c a l  e v a l u a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  o f  t h e  e f f i c a c y  o f  
a n  e x c i s e d  t i s s u e  m e t h o d  f o r  p a t h o g e n i c i t y  t e s t i n g  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  o n  R .  a c r i s  
( C h a p t e r  2 ) .  T h e  e x c i s e d  t i s s u e  m e t h o d  w a s  o f  l i m i t e d  v a l u e  f o r  p a t h o g e n i c i t y  t e s t i n g  S .  
s c l e r o t i o r u m  o n  R .  a c r i s ,  s i n c e  t h e  c a p a c i t y  o f  a n  i s o l a t e  t o  i n v a d e  t h e  c r o w n  o f  i n t a c t  p l a n t s ,  
a n d  p r e v e n t  r e g r o w t h ,  i s  n o t  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  ( C h a p t e r  2 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  p a t h o g e n i c i t y  
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t e s t i n g  Q f  i S Q l a t e s  Q n  e x c i s e d  c r Q w n s  Q f  R .  a c r i s  w a s  n Q t  a  f e a s i b l e  Q P t i Q n .  S i m i l a r l y ,  B u r p e e  
( 1 9 9 2 )  r e c Q g n i s e d  a  w e a k n e s s  i n  t h e  d e t a c h e d  l e a f  m e t h Q d ,  s i n c e  i t  d i d n ' t  p r Q v i d e  i n f Q r m a t i Q n  
a b Q u t  v i r u l e n c e  Q f  S .  s c l e r o t i o r u m  Q n  t a p  r o o t s  Q f  T .  o f f i c i n a l e ,  a  f a c t Q r  e s s e n t i a l  t o .  t h e  
s u c c e s s  Q f  a  b i Q c Q n t r Q I  a g e n t  b e c a u s e  Q f  v e g e t a t i v e  r e g r o w t h  Q f  t h e  w e e d .  A n  a s s a y  w a s  
d e v e l Q p e d  w h i c h  t e s t e d  t h e  e f f i c a c y  Q f  S .  s c l e r o t i o r u m  b y  a s s e s s i n g  v e g e t a t i v e  g r o w t h  f r o m  
t a p  r Q Q t s  Q f  T .  o f f i c i n a l e  ( B u r p e e ,  1 9 9 2 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  c Q u n t i n g  t h e  n u m b e r  Q f  
r e g e n e r a t i v e  l e a v e s  p e r  p l a n t  a f t e r  i n Q c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  p r Q v i d e d  t h e  b e s t  
i n d i c a t i Q n  Q f  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  e a c h  i S Q l a t e  a s  a  m y c Q h e r b i c i d e  ( T a b l e  2 . 3 ) .  T h e  f a c t  t h a t  n o .  
d i f f e r e n c e s  i n  p a t h Q g e n i c i t y  Q c c u r r e d  b e t w e e n  S .  s c l e r o t i o r u m  i S Q l a t e s  Q n  i n t a c t  p l a n t s  Q f ' R .  
a c r i s  u s i n g  t h i s  m e t h Q d  ( T a b l e  2 . 3 ) ,  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  Q u t C Q m e  Q f  i n f e c t i Q n  w a s  d e t e r m i n e d  
m Q r e  b y  d i f f e r e n c e s  i n  p l a n t  r e s P Q n s e ,  r a t h e r  t h a n  t h e  e f f e c t  Q f  e a c h  i S Q l a t e .  I n  t h i s  s t u d y ,  
n i n e t e e n  i S Q l a t e s  Q f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  t h r e e  Q f  S .  m i n o r ,  w e r e  t e s t e d .  P a t h Q g e n i c i t y  t e s t i n g  
Q f  a  g r e a t e r  n u m b e r  Q f  i s o l a t e s  m a y  i d e n t i f y  i S Q l a t e s  h i g h l y  p a t h Q g e n i c  t o .  c r o w n  t i s s u e s .  
B e c a u s e  Q f  t h e  l i m i t a t i Q n s  Q f  a v a i l a b l e  t i m e  a n d  s p a c e ,  t h i s  w a s  n Q t  P Q s s i b l e  w i t h i n  t h e  
b Q u n d s  Q f  t h i s  s t u d y .  T h e  a p p a r e n t  r e s i s t a n c e  Q f  t h e  c r Q w n  t o .  S c l e r o t i n i a  s p p . ,  a n d  t h e  
r e g e n e r a t i  v e  c a p a c i t y  a l r e a d y  s h Q w n  b y  t e n  w e e k  Q l d  R .  a c r i s  p l a n t s  i n Q c u l a t e d  a t  t h r e e  
/  
p e t i Q l e s  ( T a b l e  2 . 3 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  w e r e  t h e  m Q s t  i m p Q r t a n t  l i m i t i n g  f a c t Q r s  t o .  
s u c c e s s f u l  w e e d  C Q n t r Q l .  I t  w a s  c Q n s i d e r e d  t h a t  f u r t h e r  s t u d y  s h Q u l d  f Q C U S  Q n  u n d e r s t a n d i n g  
t h e  h Q s t - p a t h Q g e n  i n t e r a c t i Q n  a n d  t h e  r e g r o w t h  P Q t e n t i a l  Q f  R .  a c r i s .  
5 . 4  T h e  h o s t - p a t h o g e n  i n t e r a c t i o n  
A n  u n d e r s t a n d i n g  Q f  t h e  b i Q I Q g y  a n d  p h y s i Q I Q g y  Q f  t h e  h Q s t - p a t h Q g e n  i n t e r a c t i Q n ,  a n d  a  
k n Q w l e d g e  Q f  t h e  m e c h a n i s m s  w h i c h  d e t e r m i n e  t h e  e x t e n t  Q f  i n f e c t i Q n  i n  w e e d s ,  a r e  i m p Q r t a n t  
a s p e c t s  Q f  m y c Q h e r b i c i d e  r e s e a r c h  ( T e m p l e t Q n  a n d  H e i n y ,  1 9 8 9 ) .  F u r t h e r m Q r e ,  i t  i s  i m p Q r t a n t  
t o .  i d e n t i f y  t h e  k e y  t a r g e t  w h i c h  t h e  a g e n t  m u s t  r e a c h  i n  Q r d e r  t o .  b e  m Q s t  e f f i c a c i Q u s .  M Q r i n  e t  
a l .  ( l 9 9 3
b
)  f Q u n d  t h a t  b a s a l  s t e m  l e s i Q n s  w e r e  n e c e s s a r y  t o .  p r e v e n t  r e c Q v e r y  Q f  t h e  w e e d  
X a n t h i u m  o c c i d e n t a l e  B e r t Q l .  f r Q m  a x i l l a r y  b u d s  a f t e r  i n o c u l a t i Q n  w i t h  t h e  P Q t e n t i a l  
m y c Q h e r b i c i d e  C o l l e t o t r i c h u m  o r b i c u l a r e  ( B e r k .  a n d  M Q n t . )  v .  A r x .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  
h Q s t - p a t h Q g e n  i n t e r a c t i Q n  i n  i n t a c t  p l a n t s  Q f  R .  a c r i s  w a s  i n v e s t i g a t e d  t o .  c Q n f i r m  t h e  
i m p Q r t a n c e  Q f  t h e  c r o w n  a s  t h e  k e y  t a r g e t  f Q r  a  S .  s c l e r o t i o r u m  m y c Q h e r b i c i d e ,  a n d  t o .  i d e n t i f y  
f a c t Q r s  e n a b l i n g  p l a n t  s u r v i v a l  a f t e r  i n f e c t i Q n  ( C h a p t e r  3 ) .  T h e s e  s t u d i e s  h i g h l i g h t e d  t h e  c r o w n  
a p i c a l  m e r i s t e m  a s  t h e  m a i n  s i t e  Q f  p r o d u c t i Q n  Q f  r e g e n e r a t i v e  t i s s u e s ,  a n d  s h Q w e d  t h a t  
i n f e c t i Q n  a n d  m Q r t a l i t y  C Q u i d  b e  i n c r e a s e d  b y  s p e c i f i c a l l y  t a r g e t i n g  t h i s  r e g i Q n  ( T a b l e s  3 . 2 c ,  
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3 . 3 ) .  A x i l l a r y  b u d s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n f e c t e d  l e a v e s  w e r e  a d d i t i o n a l  s i t e s  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
r e g e n e r a t i v e  s h o o t s  ( P l a t e  2 B ) ,  a n d  w e r e  i m p o r t a n t  i n  p l a n t  r e c o v e r y  a f t e r  d e a t h  o f  t h e  a p e x  
( P l a t e  4 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  a p i c a l  a n d  a x i l l a r y  b u d s  o n  t h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  
b e  t h e  s p e c i f i c  t a r g e t s  f o r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n ,  s i n c e  r a p i d  r e g r o w t h  o c c u r r e d  f r o m  
t h e s e  b u d s .  
S u p p r e s s i o n  o f  p l a n t  g r o w t h  a n d  d e f e n s e  r e s p o n s e s  u s i n g  h e r b i c i d e s  m a y  w e a k e n  p l a n t  
r e s i s t a n c e  t o  a  m y c o h e r b i c i d e ,  a n d  i n c r e a s e  m o r t a l i t y  ( W y m o r e  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  S h a r o n  e t  a i . ,  
1 9 9 2 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  R .  a c r i s  p l a n t s  w e r e  p r e - t r e a t e d  w i t h  c h l o r s u l f u r o n ,  t o  s u p p r e s s  
g r o w t h ,  a n d  i n o c u l a t e d  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  ( C h a p t e r  3 ) .  C r o w n  r e s i s t a n c e  p r e v e n t e d  p l a n t  
m o r t a l i t y ,  a n d  a l l  p l a n t s  r e t a i n e d  t h e  p o t e n t i a l  t o  r e c o v e r ,  e v e n t u a l l y ,  f r o m  a x i l l a r y  b u d s  o n  
r e m a i n i n g  c r o w n  f r a g m e n t s .  T h e r e f o r e ,  c r o w n  r e s i s t a n c e ,  r a t h e r  t h a n  t h e  r a p i d  r a t e  o f  
r e g r o w t h ,  w a s  i d e n t i f i e d  a s  t h e  k e y  f a c t o r  f a c i l i t a t i n g  t h e  h i g h  r a t e  o f  r e c o v e r y  o f  p l a n t s  
i n o c u l a t e d  ( C h a p t e r  3 ) .  
A n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  c r o w n  a n a t o m y ,  t o g e t h e r  w i t h  h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  o f  t h e  c r o w n  ( C h a p t e r  3 ) ,  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  i d e n t i f y  m o r p h o l o g i c a l  
b a r r i e r s  t o  i n f e c t i o n ,  a n d  t o  d e f i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  i n f e c t i o n  p r o c e s s  a n d  s u r v i v a l  
o f  t h e  r e g e n e r a t i v e  b u d s .  T h e  c r o w n  o f  R .  a c r i s  c o n t a i n e d  r e g i o n s  o f  d i f f e r e n t  t i s s u e  t y p e s  
( P l a t e  5 ) ,  w h i c h  v a r i e d  i n  t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S .  s c l e r o t i o r u m .  T h e  i n n e r  c o r t e x ,  o r  p i t h  
t i s s u e ,  w a s  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  ( T a b l e  3 . 8 ) ,  b u t  o t h e r  f a c t o r s  h a l t e d  i n f e c t i o n  
b e f o r e  i t  c o u l d  e n t e r  t h i s  i n n e r  r e g i o n .  T h e s e  f a c t o r s  w e r e  i d e n t i f i e d  a s  i )  a  t h i c k e n e d  a n d  
p o s s i b l y  s u b e r i s e d  c r o w n  p e r i p h e r a l  c o r t e x  ( P l a t e s  6 A ,  l O A ) ,  i i )  p o s s i b l e  d e p o s i t i o n  o f  l i g n i n  
a n d  s u b e r i n  a t  t h e  m a r g i n  o f  c r o w n  l e s i o n s  ( P l a t e  1 3 ) ,  a n d  i i i )  t h e  r e s i s t a n c e  t o  c o l o n i s a t i o n  o f  
t h e  c r o w n ' s  d e n s e  v a s c u l a r  n e t w o r k  ( P l a t e s  9 E ,  1 1 ) .  S i n c e  t h e  r e g e n e r a t i n g  a x i l l a r y  b u d s ,  a n d  
n e w l y  e m e r g i n g  b u d s ,  a p p e a r e d  t o  b e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  c r o w n  v a s c u l a r  t i s s u e s  ( P l a t e s  7 ,  
8 D ) ,  m e r i s t e m a t i c  z o n e s  a s s o c i a t e d  w i t h  v a s c u l a r  t i s s u e s  m a y  b e  p r o t e c t e d  t o  s o m e  d e g r e e  
f r o m  i n f e c t i o n ,  e n a b l i n g  t h e  b u d s  t o  g r o w .  T h e r e f o r e ,  r e s i s t a n c e  a n d  r e c o v e r y  o f  R .  a c r i s  w a s  
b a s e d  o n  a  c o m b i n a t i o n  o f  f a c t o r s .  A u l d  e t  a l .  ( 1 9 9 4 )  f o u n d  t h a t  X a n t h i u m  o c c i d e n t a l e  
e x h i b i t e d  m u l t i - f a c e t e d  r e s i s t a n c e  w h i c h  l i m i t e d  l e s i o n  s p r e a d  o f  t h e  p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e ,  
C o l l e t o t r i c h u m  o r b i c u l a r e .  R e s i s t a n c e  c o n s i s t e d  o f  a  c o m b i n a t i o n  o f  e x i s t i n g  s t r u c t u r a l  
b a r r i e r s ,  h y p e r s e n s i t i v e  c e l l  d e a t h ,  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  l i g n i n - l i k e  s u b s t a n c e s  a r o u n d  l e a f  
i n f e c t i o n s  ( A u l d  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
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A s  a  n e c r o t r o p h i c  p a t h o g e n ,  s u c c e s s f u l  h o s t  i n f e c t i o n  b y  S .  s c l e r o t i o r u m  o c c u r s  b y  
o v e r w h e l m i n g  a n d  i n a c t i v a t i n g  h o s t  d e f e n c e s  b y  t h e  r a p i d  p r o d u c t i o n  o f  e n z y m e s  a n d  t o x i n s  
( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ;  L a m b ,  L a w t o n ,  D r o n  a n d  D i x o n ,  1 9 8 9 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a  c o m b i n a t i o n  
o f  a p p a r e n t  n o n - s p e c i f i c  d e f e n c e  m e c h a n i s m s  m e a n t  t h a t  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  w i t h i n  t h e  
c r o w n  w a s  c o n t a i n e d ,  g i v i n g  t i m e  f o r  R .  a c r i s  t o  r e s p o n d .  R i d d l e  e t  a l .  ( 1 9 9 1 )  f o u n d  t h a t  t h e  
t a p  r o o t s  o f  T .  o f f i c i n a l e  w e r e  r e s i s t a n t  t o  d e c a y  b y  S .  s c l e r o t i o r u m .  I n  c o n t r a s t ,  o n e  f a c t o r  
c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  s u c c e s s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  f o r  C .  a r v e n s e  w a s  i t s  
c a p a c i t y  t o  c a u s e  s u b s t a n t i a l  d a m a g e  t o  t h e  r o o t  s y s t e m  ( B r o s t e n  a n d  S a n d s ,  1 9 8 6 ;  B o u r d o t  e t  
a i . ,  1 9 9 3 ) .  T h u s ,  t h e  c a p a c i t y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  t o  i n v a d e  t h e  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  o r g a n s  o f  
p e r e n n i a l  w e e d s  a n d  p r e v e n t  r e g r o w t h ,  a p p e a r s  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n f l u e n c i n g  t h e  
e f f i c a c y  o f  t h i s  p a t h o g e n  a s  a  m y c o h e r b i c i d e  f o r  p e r e n n i a l  w e e d s .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  R .  a c r i s  a n d  
C .  a r v e n s e  a p p e a r  t o  d i f f e r .  
5 . 5  T h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  a n d  i m p l i c a t i o n s  f o r  c o n t r o l  
T h e  s u g g e s t i o n  t h a t  c o m p l e t e  k i l l  o f  a  p e r e n n i a l  w e e d  w i t h  a  m y c o h e r b i c i d e  m a y  n o t  a l w a y s  
b e  p o s s i b l e  b e c a u s e  o f  r e g r o w t h  f r o m  s u r v i v i n g  v e g e t a t i v e  p a r t s  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 8 8 ;  
T e m p l e t o n  a n d  H e i n y ,  1 9 9 0 )  a p p e a r s  t o  b e  t r u e  f o r  R .  a c r i s .  T h r o u g h o u t  t h e s e  s t u d i e s ,  R .  
a c r i s  e x h i b i t e d  a  c a p a c i t y  f o r  v i g o r o u s  r e g e n e r a t i o n  a n d  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n  f r o m  i n t a c t  
c r o w n s  a n d  f r o m  i n f e c t e d  c r o w n  f r a g m e n t s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  O n e  o f  t h e  
p r i n c i p l e s  b e h i n d  t h e  m y c o h e r b i c i d e  s t r a t e g y  i s  t o  a p p l y  t h e  a g e n t  d u r i n g  t h e  m o s t  s u s c e p t i b l e  
g r o w t h  s t a g e  o f  t h e  w e e d  ( T e m p l e t o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  C h a r u d a t t a n ,  1 9 9 1 ;  W a t s o n ,  1 9 9 2 ) .  T h u s ,  
i n  t h e  c a s e  o f  R .  a c r i s ,  i t  w o u l d  b e  d e s i r a b l e  t o  c a r r y  o u t  c o n t r o l  m e a s u r e s  i n v o l v i n g  
m y c o h e r b i c i d e  a p p l i c a t i o n  w h e n  t h e  r e g e n e r a t i v e  c a p a c i t y  o r  v i g o u r  o f  t h i s  w e e d  i s  a t  a  
m i n i m u m .  
T h e  v i g o u r  o f  g r o w t h  o f  p e r e n n i a l  p l a n t s  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  t h e  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e  s t a t u s  o f  t h e i r  p e r e n n a t i n g  o r g a n s  ( A m y ,  1 9 3 2 ;  M o o n e y ,  1 9 7 2 ;  L y m  a n d  
M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 ;  B a u r - H o c h  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  B e c a u s e  o f  t h i s ,  t h e  c r o w n  b i o m a s s  a n d  c r o w n  
a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e  s t a t u s  o f  R .  a c r i s  w e r e  s t u d i e d  i n  r e l a t i o n  t o  r e g e n e r a t i v e  
c a p a c i t y  ( C h a p t e r  4 ) .  C r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  o f  4 0 - 6 0  %  o f  c r o w n  D W  f r o m  
p r e - t o  p o s t - f l o w e r i n g  ( T a b l e  4 . 1 ,  F i g .  4 . 2 )  w e r e  h i g h  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  p e r e n n i a l  s p e c i e s  
( A m y ,  1 9 3 2 ;  B u c h h o l t z ,  1 9 6 2 ;  M c A l l i s t e r  a n d  H a d e r l i e ,  1 9 8 5 ;  L y m  a n d  M e s s e r s m i t h ,  1 9 8 7 ) .  
T h i s  m a y  h a v e  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  h i g h  r e g e n e r a t i v e  v i g o u r  o f  R .  a c r i s  ( C h a p t e r  4 ) .  I t  w a s  
I  
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h y p o t h e s i s e d  t h a t  f l o w e r i n g  i n  R .  a c r i s  w o u l d  r e s u l t  i n  a  r e d u c t i o n  i n  c r o w n  b i o m a s s ,  a n d  
d e p l e t i o n  o f  c r o w n  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  a s  r e s e r v e s  a r e  u t i l i s e d  f o r  f l o w e r i n g  s t e m  
p r o d u c t i o n ,  a n d  t h a t  t h i s  w o u l d  i n  t u m  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  r e d u c e d  r e g e n e r a t i v e  v i g o u r .  O n  t h e  
c o n t r a r y ,  c r o w n  b i o m a s s  a n d  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  i n c r e a s e d  a s  f l o w e r i n g  
p r o g r e s s e d ,  a n d  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  w a s  h i g h e s t  a t  l a t e  f l o w e r i n g  ( T a b l e s  4 . 1 ,  4 . 2 ,  F i g s .  
4 . 1 c ,  4 . 2 ) .  I n  a d d i t i o n ,  f l o w e r i n g  s t e m s  s h o w e d  r e s i s t a n c e  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  w h i c h  
l i m i t e d  i n f e c t i o n  o f  f l o w e r i n g  p l a n t s  ( C h a p t e r s  3 ,  4 ) .  T h u s ,  t h e  e n t i r e  f l o w e r i n g  s e a s o n  o f  R .  
a c r i s  w a s  c o n s i d e r e d  a n  u n s u i t a b l e  p e r i o d  f o r  c o n t r o l  u s i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  ( C h a p t e r  4 ) .  
B r o w n  ( 1 9 9 3 )  s t u d i e d  a s p e c t s  o f  t h e  e c o l o g y  o f  R .  a c r i s  i n  p a s t u r e s  i n  t h e  T a k a k a  V a l l e y ,  
N e w  Z e a l a n d ,  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  R .  a c r i s  h a d  f e w  v u l n e r a b l e  g r o w t h  p h a s e s  i n  i t s  l i f e  c y c l e  
d u r i n g  w h i c h  c o n t r o l  m e a s u r e s  c o u l d  b e  e f f e c t i v e .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  p r e - f l o w e r i n g  
p e r i o d  o f  R .  a c r i s  w a s  i m p l i c a t e d  a s  t h e  m o s t  s u i t a b l e  t i m e  f o r  c o n t r o l  ( C h a p t e r  4 ) ,  b e i n g  
a s s o c i a t e d  w i t h  l o w  c r o w n  b i o m a s s ,  l o w  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  a n d  l o w  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  
( T a b l e s  4 . 1 ,  4 . 2 ,  F i g s .  4 . 1 c ,  4 . 2 ) .  I n  a d d i t i o n ,  v e g e t a t i v e  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  g e n e r a l l y  b e c a m e  
m o r e  s e v e r e l y  i n f e c t e d  t h a n  f l o w e r i n g  p l a n t s ,  a s  l e a f  d e c a y  w a s  r a p i d  a n d  o f t e n  p r o v i d e d  t h e  
s i t e  o f  e n t r y  o f  i n f e c t i o n  t o  t h e  c r o w n  ( P l a t e s  8 B ,  C ) .  
S i n c e  d e f o l i a t i o n  m a y  d e p l e t e  t h e  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  i n  t h e  u n d e r g r o u n d  s t o r a g e  
o r g a n s  o f  p e r e n n i a l  w e e d s ,  a n d  r e d u c e  r e g r o w t h  p o t e n t i a l  ( H o l t ,  1 9 8 8 ) ,  t h i s  w a s  e v a l u a t e d  i n  
R .  a c r i s  i n  t h e  c o n t e x t  o f  w e a k e n i n g  t h e  r e s p o n s e  o f  R .  a c r i s  t o  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  
( C h a p t e r  4 ) .  I t  a p p e a r e d  t h a t  s i x  m o n t h  o l d  p l a n t s  o f  R .  a c r i s  u t i l i s e d  r e s o u r c e s  o t h e r  t h a n  
a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  f o r  r e g r o w t h ,  a n d  w e r e  a b l e  t o  m a i n t a i n  a  c o n s t a n t  r a t e  o f  r e g r o w t h  
d u r i n g  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  ( T a b l e s  4 . 5 ,  4 . 6 ,  F i g s .  4 . 3 ,  4 . 4 ) .  I n  c o n t r a s t ,  e v i d e n c e  w a s  p r o v i d e d  
f o r  t h e  u t i l i s a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  i n  s u p p o r t  o f  r e g r o w t h  i n  t w o  y e a r  o l d  p l a n t s  o f  R .  
a c r i s ,  s i n c e  b o t h  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  a n d  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  d e c l i n e d  d u r i n g  r e p e a t e d  
d e f o l i a t i o n  ( T a b l e s  4 . 5 ,  4 . 6 ,  F i g s .  4 . 3 ,  4 . 4 ) .  R e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  a l s o  h a d  t h e  e f f e c t  o f  
r e d u c i n g  t h e  r e g e n e r a t i v e  p o t e n t i a l  o f  R .  a c r i s  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  4 . 7 ) .  
A  w e e d  w h i c h  h a s  b e e n  w e a k e n e d  b y  a  p a t h o g e n ,  b u t  n o t  n e c e s s a r i l y  k i l l e d ,  i s  d e s i r a b l e  i n  
m y c o h e r b i c i d e  r e s e a r c h  s i n c e  i t  p r o v i d e s  a n  i n o c u l u m  s o u r c e  f o r  s e c o n d a r y  i n f e c t i o n s  a n d  
d i s p e r s a l  w i t h i n  t h e  t a r g e t  w e e d  p o p u l a t i o n  ( W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  Y a n g  a n d  T e B e e s t ,  
1 9 9 3 ) .  I n  a d d i t i o n ,  w e a k e n i n g  t h e  g r o w t h ,  r e p r o d u c t i o n  a n d  c o m p e t i t i v e n e s s  o f  w e e d s  w i t h  
!  
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m y c o h e r b i c i d e s  m a y  r e d u c e  t h e i r  i m p a c t  t o  b e l o w  e c o n o m i c a l l y  d a m a g i n g  l e v e l s  
( C h a r u d a t t a n ,  1 9 8 8 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 9 0 ;  W a t s o n ,  1 9 9 2 ) .  T h e  
c o m p e t i t i v e n e s s  o f  R .  a c r i s  i n  p a s t u r e s  i s  a i d e d  b y  t h e  h e i g h t  o f  i t s  l e a f  a n d  s t e m  c a n o p y  i n  
s p r i n g  a n d  s u m m e r  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ;  G r i m e  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  R e d u c e d  f i t n e s s  o f  R .  a c r i s  t h r o u g h  
d a m a g e  t o  f o l i a g e  m a y  e n a b l e  d e s i r a b l e  p a s t u r e  s p e c i e s  t o  c o m p e t e  s u c c e s s f u l l y  i n  t h e  f i e l d  
e n v i r o n m e n t ,  p a r t i c u l a r l y  i f  a  d e n s e  p a s t u r e  s w a r d  o f  d e s i r a b l e  s p e c i e s  i s  m a i n t a i n e d  ( B o u r d o t ,  
1 9 8 3 ) .  T h e  r o l e  o f  p l a n t  c o m p e t i t i o n  i n  w e e d  c o n t r o l  i s  c o m p l e x ,  a n d  p o o r l y  u n d e r s t o o d ,  b u t  
i t  c a n  b e  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  c a u s i n g  t h e  d e c l i n e  o f  w e e d s  w e a k e n e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  f u n g a l  
c o n t r o l  a g e n t s  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  P a u l ,  A y r e s  a n d  H a l l e t t ,  1 9 9 2 ) .  T h e  p o t e n t i a l  
m y c o h e r b i c i d e ,  C o l l e t o t r i c h u m  c o c c o d e s  ( W a l l r . )  H u g h e s  c a u s e d  f o l i a r  l e s i o n s  w h i c h  r e d u c e d  
t h e  v i g o u r  o f  A b u t i l o n  t h e o p h r a s t i  ( M e d i k . )  ( W y m o r e ,  P o i r i e r ,  W a t s o n  a n d  G o t l i e b ,  1 9 8 8 ) .  
W y m o r e  e t  a l .  ( 1 9 8 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  f i e l d  t r i a l s  w e r e  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  
r e d u c t i o n  i n  c o m p e t i t i v e n e s s  w o u l d  b e  s u f f i c i e n t  t o  c o n t r o l  A .  t h e o p h r a s t i  i n  Z e a  m a y s  ( L . )  
a n d  G l y c i n e  m a x  ( L . )  M e r r .  c r o p s .  I n  t h e  p r e s e n t  p r o g r a m m e ,  f u t u r e  s t u d i e s  c o u l d  f o c u s  o n  
a s p e c t s  o f  p a s t u r e  s p e c i e s  c o m p e t i t i o n  a f t e r  i n o c u l a t i o n  o f  R .  a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  i n  t h e  
f i e l d .  
T h e  a t t i t u d e  o f  f a r m e r s  t o w a r d s  w e e d  c o n t r o l  i n  a g r o e c o s y s t e m s  i s  a n  i m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n  
i n  w e e d  r e s e a r c h .  T h e  c o n c e p t  o f  a  m y c o h e r b i c i d e  m a y  a p p e a l  t o  f a r m e r s ,  a s  t h e  m e t h o d  o f  
a p p l i c a t i o n  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  a  c h e m i c a l  h e r b i c i d e .  H o w e v e r ,  t h e  p r i n c i p l e s  b e h i n d  
m y c o h e r b i c i d e  c o n t r o l  d i f f e r  s o m e w h a t  t o  t h o s e  o f  c h e m i c a l  c o n t r o l ,  a n d  m a n y  f a r m e r s  m u s t  
a c c e p t  t h a t ,  i n  g e n e r a l ,  m y c o h e r b i c i d e s  d o  n o t  c a u s e  i m m e d i a t e  a n d  c o m p l e t e  k i l l  o f  w e e d  
p o p u l a t i o n s  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  T h e  e f f i c a c y  o f  m y c o h e r b i c i d e s  m a y  d e p e n d  m o r e  o n  
a p p r o p r i a t e  t i m i n g  o f  a p p l i c a t i o n s  t h a n  c h e m i c a l  h e r b i c i d e s ,  s i n c e  i n o c u l a t i o n  d u r i n g  a  p e r i o d  
o f  o p t i m u m  t e m p e r a t u r e  a n d  m o i s t u r e  c o n d i t i o n s  f o r  i n f e c t i o n  i s  o f t e n  c r u c i a l  t o  t h e  s u c c e s s  
o f  m y c o h e r b i c i d e s  ( Y a n g  a n d  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  A s  w i t h  c h e m i c a l  c o n t r o l ,  applic~tions o f  
m y c o h e r b i c i d e s  s h o u l d  c o i n c i d e  w i t h  t h e  m o s t  s u s c e p t i b l e  p h e n o l o g i c a l  s t a g e  o f  t h e  w e e d .  
C u r r e n t l y ,  h e r b i c i d e  s p r a y  o p e r a t i o n s  f o r  R .  a c r i s  a r e  o f t e n  c a r r i e d  o u t  d u r i n g  f l o w e r i n g ,  a n d  
i n t o  t h e  a u t u m n ,  w h e n  e f f i c a c y  o f  t h e  h e r b i c i d e  i s  a t  i t s  l o w e s t .  T h i s  i n d i c a t e s  a  l a c k  o f  
u n d e r s t a n d i n g  a m o n g  f a r m e r s  a s  t o  a p p r o p r i a t e  t i m i n g  o f  c o n t r o l  m e a s u r e s  ( B r o w n ,  1 9 9 3 ) .  
T h e r e f o r e ,  t o  a c h i e v e  g o o d  f i e l d  p e r f o r m a n c e  o f  m y c o h e r b i c i d e s  i t  w i l l  b e  e s s e n t i a l  t o  c a r r y  
o u t  e f f e c t i v e  u s e r - e d u c a t i o n  b a s e d  o n  d e m o n s t r a b l e  p e r f o r m a n c e .  
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T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  t a r g e t  w e e d  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  s u c c e s s f u l  
c o n t r o l  ( W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 8 8 ;  H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  R .  a c r i s  
e x h i b i t e d  s e v e r a l  o f  t h e  " i d e a l  w e e d  c h a r a c t e r i s t i c s "  d e s c r i b e d  b y  B a k e r  ( 1 9 7 4 )  w h i c h  e n a b l e d  
p l a n t  s u r v i v a l  a f t e r  S .  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n .  T h e s e  w e r e ;  r e s i s t a n c e  a n d  p e r s i s t e n c e  o f  i t s  
u n d e r g r o u n d ,  p e r e n n a t i n g  o r g a n ,  a  l a r g e  q u a n t i t y  o f  u n d e r g r o u n d  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s ,  a  
c o n s i d e r a b l e  c a p a c i t y  f o r  v e g e t a t i v e  r e p r o d u c t i o n ,  a n d  a  r a p i d  r a t e  o f  r e g r o w t h  i n i t i a t e d  f r o m  
a  l a r g e  n u m b e r  o f  p r o t e c t e d  b u d s  ( C h a p t e r s  2 ,  3  a n d  4 ) .  
W a t s o n  ( 1 9 9 2 )  s t a t e d  t h a t  " t h e  g o a l  o f  a n y  w e e d  c o n t r o l  s t r a t e g y  i s  t o  p r o v i d e  a n  e n v i r o n m e n t  
w h i c h  i s  f a v o u r a b l e  t o  d e s i r e d  p l a n t  s p e c i e s  a n d  u n f a v o u r a b l e  t o  w e e d s " .  C o n t r o l  o f  R .  a c r i s  
w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  p r o b a b l y  h a s  g r e a t e s t  p o t e n t i a l  w i t h i n  a n  i n t e g r a t e d  m a n a g e m e n t  s y s t e m ,  
d e f i n e d  b y  S h a w  ( 1 9 8 2 )  a s  " a  d i r e c t e d  a g r o e c o s y s t e m  a p p r o a c h  f o r  t h e  m a n a g e m e n t  a n d  
c o n t r o l  o f  w e e d s  a t  t h r e s h o l d  l e v e l s  t h a t  p r e v e n t  e c o n o m i c  d a m a g e  i n  t h e  c u r r e n t  a n d  f u t u r e  
y e a r s " .  I n t e g r a t i o n  o f  t h e  b i o c o n t r o l  a g e n t ·  w i t h  c h e m i c a l ,  c u l t u r a l  o r  m e c h a n i c a l  c o n t r o l  
m e t h o d s  i s  a  f e a t u r e  o f  m a n y  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  p r o g r a m m e s  a s  i t  i s  r a r e  t h a t  a  s i n g l e  s t r a t e g y  
w i l l  s u c c e s s f u l l y  c o n t r o l  a  w e e d  ( M u k e r j i  a n d  G a r g ,  1 9 8 8 ;  W a t s o n  a n d  W y m o r e ,  1 9 8 8 ;  
W a t s o n ,  1 9 9 2 ) .  T h e  u s e  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  M C P A  a n d  M C P B ,  t h e  o n l y  
e f f i c a c i o u s  h e r b i c i d e s  f o r  R .  a c r i s ,  w a s  r u l e d  o u t  a t  a n  e a r l y  s t a g e  b e c a u s e  o f  r e s i s t a n c e  o f  R .  
a c r i s  t o  t h e s e  h e r b i c i d e s ,  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e y  i n h i b i t e d  t h e  i n  v i t r o  g r o w t h  o f  S .  
s c l e r o t i o r u m  ( A p p e n d i x  I V ) .  H o w e v e r ,  r e p e a t e d  d e f o l i a t i o n  b y  m o w i n g  o r  g r a z i n g  t o  w e a k e n  
R .  a c r i s ,  f o l l o w e d  b y  i n o c u l a t i o n  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m ,  i s  a  f e a s i b l e  c o n t r o l  o p t i o n .  
A p p r o p r i a t e  t i m i n g  o f  d e f o l i a t i o n  a n d  i n o c u l a t i o n  m a y  b e  c r u c i a l  t o  t h e  s u c c e s s  o f  c o n t r o l  
m e a s u r e s  b a s e d  o n  d e f o l i a t i o n .  T i m i n g  o f  c o n t r o l  m e a s u r e s  s h o u l d  c o i n c i d e  w i t h  t h e  s p r i n g  
v e g e t a t i v e  g r o w t h  p h a s e  o f  R .  a c r i s ,  w h e n  c r o w n  b i o m a s s  a n d  r e s e r v e s  m a y  b e  a t  a  m i n i m u m  
( C h a p t e r  4 ) .  S u c h  a  s t r a t e g y  m a y  s e v e r e l y  i n h i b i t  t h e  c o m p e t i t i v e n e s s  o f  R .  a c r i s  i n  t h e  
p a s t u r e  d u r i n g  a c t i v e  g r o w t h  o f  t h e  s w a r d ,  t h e r e b y  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c i n g  i t s  e c o n o m i c  i m p a c t .  
5 . 6  S u g g e s t i o n s  f o r  f u t u r e  w o r k  
T h e s e  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  g l a s s h o u s e ,  a n d  t h e r e f o r e  w e r e  a  p r e l i m i n a r y  a s s e s s m e n t  
o f  t h e  p o t e n t i a l  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  a n d  R .  a c r i s  a s  c a n d i d a t e  p a t h o g e n  a n d  t a r g e t  w e e d  
r e s p e c t i v e l y  w i t h i n  t h i s  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  p r o v i d e d  a  b a s e l i n e  f o r  
a s s e s s i n g  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h .  T h e  f o l l o w i n g  
r e c o m m e n d a t i o n s  f o r  f u r t h e r  r e s e a r c h  a r e  m a d e :  
, , - . - . . . . . .  " .  
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T o  p r o v i d e  t h e  f i n a l  d e t e r m i n a n t  o f  e f f i c a c y  o f  m y c o h e r b i c i d e  c o n t r o l ,  f i e l d  p e r f o r m a n c e  
u n d e r  m o n i t o r e d  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  s h o u l d  b e  a s s e s s e d  ( C h a r u d a t t a n ,  1 9 8 8 ) .  F i e l d -
b a s e d  t r i a l s  c a r r i e d  o u t  i n  e a r l y  s p r i n g ,  i n  w h i c h  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l a t i o n  i s  c o m b i n e d  w i t h  
d e f o l i a t i o n ,  c o u l d  y i e l d  v a l u a b l e  r e s u l t s .  I n v e s t i g a t i o n s  o f  a s p e c t s  o f  p a s t u r e  s p e c i e s  
c o m p e t i t i o n  s h o u l d  f o r m  a n  i n t e g r a l  p a r t  o f  f i e l d - b a s e d  s t u d i e s ,  t o  a s s e s s  w h e t h e r  a  r e d u c t i o n  
i n  c o m p e t i t i v e n e s s  i s  s u f f i c i e n t  t o  c o n t r o l  R .  a c r i s .  
O p t i m i s i n g  t h e  f o r m u l a t i o n  a n d  a p p l i c a t i o n  m e t h o d o l o g y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  f o r  R .  a c r i s  i s  a n  
i m p o r t a n t  p a r t  o f  t h e  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e .  A l t h o u g h  k i b b l e d  w h e a t  h a s  b e e n  u s e d  a s  
t h e  s u b s t r a t e  b a s e  f o r  i n o c u l a t i o n  o f  C .  a r v e n s e  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  i n  t h e  f i e l d ,  w i t h  a  h i g h  
l e v e l  o f  e f f i c a c y  ( B o u r d o t  e t  a l . ,  1 9 9 3 ;  H a r v e y  e t  a I . ,  1 9 9 4 ) ,  t h e  r a t e  o f  i n o c u l u m  o f  5 0  g / m 2  
c u r r e n t l y  u s e d  f o r  f i e l d  a p p l i c a t i o n s  t o  C .  a r v e n s e  ( B o u r d o t  e t  a l . ,  1 9 9 3 )  i s  v e r y  h i g h .  T h e  
e f f i c a c y  o f  a  m y c o h e r b i c i d e  c a n  b e  i n c r e a s e d  t h r o u g h  i m p r o v e d  f o r m u l a t i o n ,  a n d  m o r e  
e f f i c i e n t  a p p l i c a t i o n  t e c h n i q u e s  ( B o y e t t e  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  T h u s ,  f o r m u l a t i o n  a n d  a p p l i c a t i o n  
t e c h n o l o g y  s h o u l d  b e  a  f o c u s  f o r  f u t u r e  w o r k  w i t h i n  t h i s  m y c o h e r b i c i d e  p r o g r a m m e .  
C o m b i n a t i o n s  o f  p l a n t  p a t h o g e n s ,  e i t h e r  f u n g i ,  b a c t e r i a  o r  v i r u s e s ,  i n c l u d i n g  r o o t - i n f e c t i n g  
o r g a n i s m s ,  m a y  b e  u s e d  i n  w e e d  b i o c o n t r o l  ( H a s a n  a n d  A y r e s ,  1 9 9 0 ;  T e B e e s t ,  1 9 9 3 ) .  A n  
e x t e n s i v e  s e a r c h  c o u l d  b e  u n d e r t a k e n  f o r  a  p a t h o g e n  w i t h  a  g r e a t e r  c a p a c i t y  f o r  c r o w n  
i n v a s i o n  t h a n  S .  s c l e r o t i o r u m .  T h e  p o t e n t i a l  f o r  c o m b i n i n g  S .  s c l e r o t i o r u m  w i t h  a  c r o w n -
i n v a d i n g  o r g a n i s m ,  a s  a  c o n t r o l  s t r a t e g y  f o r  R .  a c r i s ,  c o u l d  p r e s e n t  a n  i n t e r e s t i n g  a s p e c t  f o r  
f u t u r e  r e s e a r c h .  
R e s i s t a n c e  o f  c r o w n  t i s s u e s  l i m i t e d  t h e  e f f i c a c y  o f  c o n t r o l l i n g  R .  a c r i s  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m .  
F o r  s o m e  i m p r o v e d  p e r f o r m a n c e  t o  b e  p o s s i b l e ,  t h e r e  n e e d s  t o  b e  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  
t h e  b i o c h e m i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  f a c t o r s  t h a t  u n d e r l i e  t h e  a p p a r e n t  r e s i s t a n c e  o f  c r o w n  
t i s s u e s .  T h i s  i n v e s t i g a t i o n  s h o u l d  t a k e  a c c o u n t  o f ,  a n d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  a n a t o m i c a l  a n d  
h i s t o p a t h o l o g i c a l  s t u d i e s  c o n d u c t e d  i n  t h i s  s t u d y  ( C h a p t e r  3 ) .  
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A C K N O W L E D G E M E N T S  
I  w i s h  t o  t h a n k  t h e  f o l l o w i n g  p e o p l e  w h o  h a v e  c o n t r i b u t e d  t o  t h i s  s t u d y ;  
P r o f e s s o r  R o g e r  F i e l d ,  D r  R o y  G a u n t ,  D r  G r a e m e  B o u r d o t ,  D r  I a n  H a r v e y  a n d  D r  R o n  C l o s e  
f o r  s u p e r v i s i o n  a n d  a d v i c e  d u r i n g  t h e  p r o g r a m m e .  
D a v e  S a v i l l e  f o r  a s s i s t a n c e  w i t h  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  e x p e r i m e n t a l  d a t a .  A l s o ,  D i c k  S e d c o l e  
a n d  D r  C h r i s  F r a m p t o n  f o r  s o m e  s t a t i s t i c a l  a d v i c e .  
D a v i d  H o l l a n d e r  f o r  p r i n t s  o f  p h o t o g r a p h s  i n  t h i s  t h e s i s .  
V a l  W r i g h t  o f  M A F ,  L i n c o l n ,  f o r  a s s i s t a n c e  w i t h  p r e p a r a t i o n  o f  c r o w n  s a m p l e s .  
W i l h e l m i n a  M a r t i n ,  A g R e s e a r c h ,  P a l m e r s t o n  N o r t h ,  f o r  a s s i s t a n c e  w i t h  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  
a n a l y s i s ,  a n d  J e f f  T h a c k w e l l  f o r  a s s i s t a n c e  w i t h  s t a r c h  a n a l y s i s .  
T h e  t e c h n i c a l  s t a f f  o f  t h e  P l a n t  S c i e n c e  D e p a r t m e n t  f o r  t h e i r  h e l p  a t  v a r i o u s  t i m e s  d u r i n g  t h e  
p r o g r a m m e .  
A r j a n  K u i j s t e r m a n s  f o r  p r o o f  r e a d i n g  p a r t s  o f  t h e  t h e s i s .  
F i n a n c i a l  s u p p o r t  f o r  t h i s  s t u d y  w a s  p r o v i d e d  b y  t h e  C o m m o n w e a l t h  S c h o l a r s h i p s  a n d  
F e l l o w s h i p s  P l a n .  
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r e m o b i l i s a t i o n  o f  s t a r c h  i n  s t o l o n s  a n d  r o o t s  o f  w h i t e  c l o v e r  ( T r i f o l i u m  r e p e n s  L . )  a f t e r  
d e f o l i a t i o n .  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  B o t a n y  4 1 : 5 7 3 - 5 7 8  
B e d i ,  K . S .  1 9 5 8 .  T h e  r o l e  o f  s t a l e  p r o d u c t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  s c l e r o t i a  o f  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m  ( l i b . )  D e  B a i y .  I n d i a n  P h y t o p a t h o l o g y  1 1 : 2 9 - 3 4  
B e l l ,  A . D .  1 9 9 1 .  P l a n t  F o r m .  A n  i l l u s t r a t e d  g u i d e  t o  f l o w e r i n g  p l a n t  m o r p h o l o g y .  O x f o r d  
U n i v e r s i t y  P r e s s .  3 4 1  p p  
B e l s k y ,  A . J .  1 9 8 6 .  D o e s  h e r b i v o r y  b e n e f i t  p l a n t s ?  A  r e v i e w  o f  t h e  e v i d e n c e .  T h e  A m e r i c a n  
N a t u r a l i s t  1 2 7  ( 6 ) : 8 7 0 - 8 9 2  
B l a k e n e y ,  A . B . ,  M u t t o n ,  L . L .  1 9 8 0 .  A  s i m p l e  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
s u g a r s  i n  f r u i t  a n d  v e g e t a b l e s .  J o u r n a l  o f  S c i e n c e  o f  F o o d  a n d  A g r i c u l t u r e  3 1  ( 2 ) : 8 8 9 -
8 9 7  
B o e s e w i n k e l ,  H . J .  1 9 7 6 .  S t o r a g e  o f  f u n g a l  c u l t u r e s  i n  w a t e r .  T r a n s a c t i o n s  o f  t h e  B r i t i s h  
M y c o l o g i c a l  S o c i e t y  6 6  ( 1 ) : 1 8 3 - 1 8 5  
B o l a n d ,  G J . ,  H a l l ,  R .  1 9 8 6 .  G r o w t h r o o m  e v a l u a t i o n  o f  s o y b e a n  c u l t i v a r s  f o r  r e s i s t a n c e  t o  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  P l a n t  S c i e n c e  6 6 : 5 5 9 - 5 6 4  
B o u h a c h e ,  M . ,  B o u l e t ,  C . ,  E I  K a r a k h i ,  F .  1 9 9 3 .  E v o l u t i o n  d e s  h y d r a t e s  d e  c a r b o n e  n o n  
s t r u c t u r a u x  c h e z  l a  m o r e l l e  j a u n e  ( S o l a n u m  e l a e a g n i f o l i u m  C a v . ) .  W e e d  R e s e a r c h  
3 3 : 2 9 1 - 2 9 8  
B o u r d o t ,  G , W .  1 9 8 3 .  P a s t u r e  m a n a g e m e n t  f o r  c o n t r o l  o f  r a g w o r t  a n d  g i a n t  b u t t e r c u p .  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  1 9 8 3  G o l d e n  B a y  D a i r y  F a r m e r s '  C o n f e r e n c e : 3 0 - 4 1  
B o u r d o t ,  G . W . ,  H a r v e y ,  I . e . ,  H u r r e l l ,  G . A . ,  A l e x a n d e r ,  R . T .  1 9 9 3 .  A n  e x p e r i m e n t a l  
m y c o h e r b i c i d e  u t i l i z i n g  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  c o n t r o l s  p a s t u r e  p o p u l a t i o n s  o f  C i r s i u m  
a r v e n s e  i n  C a n t e r b u r y .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 6 t h  N e w  Z e a l a n d  P l a n t  P r o t e c t i o n  
C o n f e r e n c e : 2 5 1 - 2 5 6  
B o u r d o t ,  G . W . ,  H u r r e l l ,  G . A .  1 9 8 8 .  D i f f e r e n t i a l  t o l e r a n c e  o f  M C P A  a m o n g  g i a n t  b u t t e r c u p  
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( R a n u n c u l u s  a c r i s )  b i o t y p e s  i n  T a k a k a ,  G o l d e n  B a y .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 1 s t  N e w  
Z e a l a n d  W e e d  a n d  P e s t  C o n t r o l  C o n f e r e n c e : 2 3 1 - 2 3 4  
B o u r d o t ,  G . W . ,  H u r r e l l ,  G . A .  1 9 9 0 .  E f f e c t s  o f  a n n u a l  t r e a t m e n t s  o f  M C P A  a n d  M C P B  o n  
g i a n t  b u t t e r c u p  ( R a n u n c u l u s  a c r i s  L . )  i n  d a i r y  p a s t u r e s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 3 r d  N e w  
Z e a l a n d  W e e d  a n d  P e s t  C o n t r o l  C o n f e r e n c e : 2 3 3 - 2 3 6  
1 4 8  
B o u r d o t ,  G . W . ,  H u r r e l l ,  G . A . ,  S a v i l l e ,  D . J .  1 9 9 0 .  V a r i a t i o n  i n  M C P A - r e s i s t a n c e  i n  
R a n u n c u l u s  a c r i s  L .  S u b s p .  a c r i s  a n d  i t s  c o r r e l a t i o n  w i t h  h i s t o r i c a l  e x p o s u r e  t o  M C P  A .  
W e e d  R e s e a r c h  3 0 : 4 4 9 - 4 5 7  
B o y e t t e ,  e . D . ,  Q u i m b y ,  P . e .  J r . ,  C o n n i c k ,  W . J .  J r . ,  D a i g l e ,  D . J . ,  F u l g h a m ,  F . E .  1 9 9 1 .  
P r o g r e s s  i n  t h e  p r o d u c t i o n ,  f o r m u l a t i o n ,  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  m y c o h e r b i c i d e s .  P p  2 0 9 - 2 2 2  
i n :  M i c r o b i a l  C o n t r o l  o f  W e e d s .  D . O  T e B e e s t  ( E d ) ;  C h a p m a n  a n d  H a l l ,  N e w  Y o r k .  2 8 4  
p p  
B o y e t t e ,  e . D . ,  T e m p l e t o n ,  G . E . ,  S m i t h ,  R J ,  J R  1 9 7 9 .  C o n t r o l  o f  w i n g e d  w a t e r p r i m r o s e  
( J u s s i a e a  d e c u r r e n s )  a n d  n o r t h e r n  j o i n t v e t c h  ( A e s c h y n o m e n e  v i r g i n i c a )  w i t h  f u n g a l  
p a t h o g e n s .  W e e d  S c i e n c e  2 7  ( 5 ) : 4 9 7 - 5 0 1  
B r o s t e n ,  B . S . ,  S a n d s ,  D . e .  1 9 8 6 .  F i e l d  t r i a l s  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  t o  c o n t r o l  C a n a d a  
t h i s t l e  ( C i r s i u m  a r v e n s e ) .  W e e d  S c i e n c e  3 4 : 3 7 7 - 3 8 0  
B r o w n ,  W . J .  1 9 9 3 .  T h e  e c o l o g y  o f  g i a n t  b u t t e r c u p  i n  G o l d e n  B a y  d a i r y  p a s t u r e .  M S c  T h e s i s .  
B r u n e ,  P . D . ,  R h o d e s ,  L . H . ,  P a n c i e r a ,  M . ,  R i e d e l ,  R M . ,  M y e r s ,  D .  1 9 8 8 .  A  h i s t o l o g i c a l  s t u d y  
o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p l a n t  a g e  a n d  s e v e r i t y  o f  S c l e r o t i n i a  c r o w n  a n d  s t e m  r o t  o f  
a l f a f a .  R e p o r t  o f  t h e  N o r t h  A m e r i c a n  A l f a f a  I m p r o v e m e n t  C o n f e r e n c e  1 9 8 8 .  
B u c h h o l t z ,  K . P .  1 9 6 2 .  S o m e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  q u a c k g r a s s  a n d  t h e i r  r e l a t i o n  t o  c o n t r o l .  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  1 6 t h  N o r t h  E a s t e r n  W e e d  C o n t r o l  C o n f e r e n c e ,  N e w  Y o r k : 1 6 - 2 2  
B u r p e e ,  E .  1 9 9 2 .  A  m e t h o d  f o r  a s s e s s i n g  t h e  e f f i c a c y  o f  a  b i o c o n t r o l  a g e n t  o n  d a n d e l i o n  
( T a r a x a c u m  o f f i c i n a l e ) .  W e e d  T e c h n o l o g y  6 : 4 0 1 - 4 0 3  
B u t c h e r ,  M . R . ,  S t r a c h a n ,  e . M . ,  F i e l d ,  R J .  1 9 9 3 .  G i a n t  B u t t e r c u p  ( R a n u n c u l u s  a c r i s )  c o n t r o l  
o n  G o l d e n  B a y  d a i r y  f a r m s .  D a i r y  F a r m i n g  A n n u a l  4 5 :  I n c l u d i n g  t h e  P r o c e e d i n g s  o f  
t h e  4 5 t h  M e e t i n g  o f  D a i r y  F a r m e r s  c o n d u c t e d  b y  M a s s e y  U n i v e r s i t y : 9 3 - 1 0 3  
C h a r u d a t t a n ,  R  1 9 8 6 .  I n t e g r a t e d  c o n t r o l  o f  w a t e r  h y a c i n t h  ( E i c h h o r n i a  c r a s s i p e s )  w i t h  a  
p a t h o g e n ,  i n s e c t s  a n d  h e r b i c i d e s .  W e e d  S c i e n c e  3 4  ( S u p p l .  1 ) : 2 6 - 3 0  
C h a r u d a t t a n ,  R  1 9 8 8 .  A s s e s s m e n t  o f  e f f i c a c y  o f  m y c o h e r b i c i d e  c a n d i d a t e s .  P r o c e e d i n g s  o f  
t h e  V I I  I n t e r n a t i o n a l  S y m p o s i u m  o n  B i o l o g i c a l  C o n t r o l  o f  W e e d s ,  6 - 1 1  M a r c h  1 9 8 8 ,  
R o m e ,  I t a l y : 4 5 5 - 4 6 4  
C h a r u d a t t a n ,  R  1 9 9 1 .  T h e  m y c o h e r b i c i d e  a p p r o a c h  w i t h  p l a n t  p a t h o g e n s .  P p  2 4 - 6 7  
i n : M i c r o b i a l  C o n t r o l  o f  W e e d s .  D . O  T e B e e s t  ( E d ) ;  C h a p m a n  a n d  H a l l ,  N e w  Y o r k .  2 8 4  
p p  
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1 4 9  
C h r o m i n s k i ,  A ,  A b i a ,  J . A ,  S m i t h ,  B . N .  1 9 8 7 .  C a l c i u m  d e f i c i e n c y  a n d  g i b b e r e l l i c  a c i d  
e n h a n c e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  p u m p k i n  a n d  s u n f l o w e r  s e e d l i n g s  t o  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  
i n f e c t i o n .  J o u r n a l  o f  P l a n t  N u t r i t i o n  1 0  ( 1 7 ) : 2 1 8 1 - 2 1 9 3  
C h u n ,  D . ,  K a o ,  L . B . ,  L o c k w o o d ,  J . L .  1 9 8 7 .  L a b o r a t o r y  a n d  f i e l d  a s s e s s m e n t  o f  r e s i s t a n c e  i n  
s o y b e a n  t o  s t e m  r o t  c a u s e d  b y  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m .  P l a n t  D i s e a s e  7 1 : 8 1 1 - 8 1 5  
C l a p h a m ,  A . R . ,  T u t i n ,  T . G . ,  M o o r e ,  D . M .  1 9 8 7 .  F l o r a  o f  t h e  B r i t i s h  I s l e s .  3 r d  E d i t i o n .  
C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  p r e s s .  6 8 8  p p  
C l i n e ,  M . N .  1 9 8 3 .  M e t h o d s  f o r  e v a l u a t i n g  s o y b e a n  c u l t i v a r s  f o r  r e s i s t a n c e  t o  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m .  P l a n t  D i s e a s e  6 7 : 7 8 4 - 7 8 6  
C o c k a y n e ,  A . H .  1 9 1 0 .  F u n g i  a s  w e e d  c o n t r o l l e r s .  N e w  Z e a l a n d  J o u r n a l  o f  A g r i c u l t u r e  1 : 2 1 4 -
2 1 5  
C o h e n ,  S . Z .  1 9 9 0 .  P e s t i c i d e s  i n  g r o u n d  w a t e r :  A n  o v e r v i e w .  P p  1 3 - 2 5  i n :  E n v i r o n m e n t a l  F a t e  
o f  P e s t i c i d e s .  D . H  H u t s o n  a n d  T . R  R o b e r t s  ( E d s ) ;  W i l e y ,  C h i c h e s t e r .  2 8 6  p p  
C o n w a y ,  W . S . ,  S a m s ,  C . E . ,  M c Q u i r e ,  R . G . ,  K e l m a n ,  A  1 9 9 2 .  C a l c i u m  t r e a t m e n t  o f  a p p l e s  
a n d  p o t a t o e s  t o  r e d u c e  p o s t h a r v e s t  d e c a y .  P l a n t  D i s e a s e  7 6  ( 1 ) : 3 2 9 - 3 3 4  
C o o k e ,  R . c . ,  W h i p p s ,  J . M .  1 9 9 3 .  E c o p h y s i o l o g y  o f  F u n g i .  B l a c k w e l l  S c i e n t i f i c  P u b l i c a t i o n s ,  
U K .  3 3 7  p p  
C u l l e n ,  J . M . ,  H a s a n ,  S .  1 9 8 8 .  P a t h o g e n s  f o r  t h e  C o n t r o l  o f  W e e d s .  P p  1 0 3 - 1 1 4  i n :  B i o l o g i c a l  
C o n t r o l  o f  P e s t s ,  P a t h o g e n s  a n d  W e e d s :  D e v e l o p m e n t s  a n d  P r o s p e c t s .  P r o c e e d i n g s  o f  a  
R o y a l  S o c i e t y  d i s c u s s i o n  m e e t i n g ,  F e b .  1 9 8 7 .  R . K . S  W o o d  a n d  M . J  W a y  ( E d s ) ;  R o y a l  
S o c i e t y .  3 7 6  p p  
C u l v e n o r ,  R . A . ,  D a v i d s o n ,  l A ,  S i m p s o n ,  R . J .  1 9 8 9 .  R e g r o w t h  b y  s w a r d s  o f  s u b t e r r a n e a n  
c l o v e r  a f t e r  d e f o l i a t i o n .  1 .  G r o w t h ,  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  a n d  n i t r o g e n  c o n t e n t .  
A n n a l s  o f  B o t a n y  6 4 : 5 4 5 - 5 5 6  
C u n n i n g h a m ,  G . H .  1 9 2 7 .  " N a t u r a l  c o n t r o l "  o f  w e e d s  a n d  i n s e c t s  b y  f u n g i .  N e w  Z e a l a n d  
J o u r n a l  o f  A g r i c u l t u r e  3 4 : 2 4 4 - 2 5 1  
C y r ,  D . R . ,  B e w l e y ,  J . D .  1 9 9 0 .  S e a s o n a l  v a r i a t i o n  i n  n i t r o g e n  s t o r a g e  r e s e r v e s  i n  t h e  r o o t s  o f  
l e a f y  s p u r g e  ( E u p h o r b i a  e s u l a )  a n d  r e s p o n s e s  t o  d e c a p i t a t i o n  a n d  d e f o l i a t i o n .  
P h y s i o l o g i a  P l a n t a r u m  7 8 : 3 6 1 - 3 6 6  
C y r ,  D . R . ,  B e w l e y ,  J . D . ,  D u m b r o f f ,  E . B .  1 9 9 0 .  S e a s o n a l  d y n a m i c s  o f  c a r b o h y d r a t e  a n d  
n i t r o g e n o u s  c o m p o n e n t s  i n  t h e  r o o t s  o f  p e r e n n i a l  w e e d s .  P l a n t ,  C e l l  a n d  E n v i r o n m e n t  
1 3 : 3 5 9 - 3 6 5  
D a n i e l ,  J . T . ,  T e m p l e t o n ,  G . E . ,  S m i t h ,  R J . ,  F o x ,  W . T .  1 9 7 3 .  B i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  n o r t h e r n  
j o i n t v e t c h  i n  r i c e  w i t h  a n  e n d e m i c  f u n g a l  d i s e a s e . '  W e e d  s c i e n c e  2 1 : 3 0 3 - 3 0 7  
D a v i d s o n ,  J . L . ,  M i l t h o r p e ,  F . L .  1 9 6 6 .  T h e  e f f e c t  o f  d e f o l i a t i o n  o n  t h e  c a r b o n  b a l a n c e  i n  
D a c t y l i s  g l o m e r a t a .  A n n a l s  o f  B o t a n y  3 0 : 1 8 5 - 1 9 8  
d e  J o n g ,  M . D . ,  S c h e e p e n s , P . e . ,  Z a d o k s ,  J . e .  1 9 9 0 .  R i s k  a n a l y s i s  f o r  b i o l o g i c a l  c o n t r o l :  A  
D u t c h  c a s e  s t u d y  i n  b i o c o n t r o l  o f  P r u n u s  s e r o t i n a  b y  t h e  f u n g u s  C h o n d r o s t e r e u m  
p u r p u r e u m .  P l a n t  D i s e a s e  7 4 : 1 8 9 - 1 9 4  
1 5 0  
D e r e g i b u s ,  V . A ,  T r l i c a ,  M . J . ,  J a m e s o n ,  D . A  1 9 8 2 .  O r g a n i c  r e s e r v e s  i n  h e r b a g e  p l a n t s :  T h e i r  
r e l a t i o n s h i p  t o  g r a s s l a n d  m a n a g e m e n t .  P p  3 1 5 - 3 4 4  I n :  H a n d b o o k  o f  a g r i c u l t u r a l  
p r o d u c t i v i t y ;  V o l u m e  I ;  M .  R e c h c i g l ,  J r .  ( E d ) ;  C R C  P r e s s  I n c .  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  4 6 8  
p p  
D e x t e r ,  S . T .  1 9 3 6 .  R e s p o n s e  o f  q u a c k  g r a s s  t o  d e f o l i a t i o n  a n d  f e r t i l i s a t i o n .  P l a n t  P h y s i o l o g y  
1 1 : 8 4 3 - 8 5 1  
D u e c k ,  J . ,  M o r r a l l ,  R A A ,  M c K e n z i e ,  D . L .  1 9 8 3 .  C o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i n  
r a p e s e e d  w i t h  f u n g i c i d e s .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  P l a n t  P a t h o l o g y  5 : 2 8 9 - 2 9 3  
F a h n ,  A  1 9 9 0 .  P l a n t  A n a t o m y .  P e r g a m o n  P r e s s .  5 8 8  p p  
F i c k ,  W . H . ,  S t i t e s ,  H . L . ,  O h l e n b u s c h ,  P . D . ,  K i l g o r e ,  G . L .  1 9 8 3  N o n s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  
r e s e r v e s  a n d  c o n t r o l  o f  m u l t i f l o r a  r o s e .  P r o c e e d i n g s ,  N o r t h  C e n t r a l  W e e d  C o n t r o l  
C o n f e r e n c e ,  I n d i a n a p o l i s ,  U S A :  9 7  - 9 8  
F o r s y t h ,  S . F . ,  W a t s o n ,  A K .  1 9 8 5 .  S t r e s s  i n f l i c t e d  b y  o r g a n i s m s  o n  C a n a d a  t h i s t l e .  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  V I  I n t e r n a t i o n a l  S y m p o s i u m  o n  B i o l o g i c a l  C o n t r o l  o f  W e e d s ,  A u g u s t  
1 9 8 4 ,  V a n c o u v e r ,  C a n a d a : 4 2 5 - 4 3 1  
F r i e n d ,  1 .  1 9 8 1 .  P l a n t  p h e n o l i c s ,  l i g n i f i c a t i o n  a n d  p l a n t  d i s e a s e .  P p  1 9 7 - 2 6 1  i n :  P r o g r e s s  i n  
P h y t o c h e m i s t r y  V o l .  7 .  L .  R e i n h o l d ,  J . B .  H a r b o u r n e ,  T .  S w a i n  ( E d s ) ;  P e r g a m o n  P r e s s .  
3 4 4  p p  
G a r n o c k - J o n e s ,  P . J .  1 9 8 1 .  C h e c k l i s t  o f  d i c o t y l e d o n s  n a t u r a l i s e d  i n  N e w  Z e a l a n d  9 .  
C e r a t o p h y l l a c e a e ,  N y m p h a e a c e a e ,  R a n u n c u l a c e a e ,  a n d  V i o l a c e a e .  N e w  Z e a l a n d  J o u r n a l  
o f  B o t a n y  1 9 : 1 5 7 - 1 6 0  
G e r l a g h ,  M . ,  v a n  d e  G e i j n ,  H . M . ,  V e r d a m ,  B . ,  F o k k e m a ,  N . J .  1 9 9 3 .  P e r s p e c t i v e  o f  l o n g  t e r m  
b i o c o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  b y  C o n i o t h y r i u m  m i n i t a n s .  A b s t r a c t s  f r o m  t h e  6 t h  
I n t e r n a t i o n a l  C o n g r e s s  o f  P l a n t  P a t h o l o g y ,  J u l y / A u g u s t  1 9 9 3 ,  M o n t r e a l ,  C a n a d a : 6 1  
G o d o y ,  G . ,  S t e a d m a n ,  1 . R ,  D i c k m a n ,  M . B . ,  D a m ,  R  1 9 9 0 .  U s e  o f  m u t a n t s  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  
r o l e  o f  o x a l i c  a c i d  i n  p a t h o g e n i c i t y  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  o n  P h a s e o l u s  v u l g a r i s .  
P h y s i o l o g i c a l  a n d  M o l e c u l a r  P l a n t  P a t h o l o g y  3 7 : 1 7 9 - 1 9 1  
G r i m e ,  1 . P .  1 9 7 9 .  P l a n t  s t r a t e g i e s  a n d  v e g e t a t i o n  p r o c e s s e s .  J o h n  W i l e y  a n d  S o n s ,  C h i c h e s t e r .  
2 2 2  p p  
G r i m e ,  J . P . ,  H o d g s o n ,  J . G . ,  H u n t ,  R  1 9 8 8 .  C o m p a r a t i v e  p l a n t  e c o l o g y .  A  f u n c t i o n a l  a p p r o a c h  
t o  c o m m o n  B r i t i s h  s p e c i e s .  U n w i n  H y m a n ,  L o n d o n .  7 4 2 p p  
H a l l e t t ,  S . G . ,  P a u l ,  N . D . ,  A y r e s ,  P . G .  1 9 9 0 .  B o t r y t i s  c i n e r e a  k i l l s  g r o u n d s e l  ( S e n e c i o  v u l g a r i s )  
i n f e c t e d  b y  r u s t  ( P u c c i n i a  l a g a n o p h o r a e ) .  N e w  P h y t o l o g i s t  1 1 4 : 1 0 5 - 1 0 9  
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H a m d o u n ,  A M .  1 9 7 0 .  T h e  a n a t o m y  o f  s u b t e r r a n e a n  s t r u c t u r e s  o f  C i r s i u m  a r v e n s e  ( L . )  S c o p .  
W e e d  R e s e a r c h  1 0 : 2 8 4 - 2 8 7  
H a m m e r s c h m i d t ,  R ,  B o n n e n ,  A M . ,  B e r g s t r o m ,  G . C . ,  B a k e r ,  K . K .  1 9 8 5 .  A s s o c i a t i o n  o f  
e p i d e r m a l  l i g n i f i c a t i o n  w i t h  n o n h o s t  r e s i s t a n c e  o f  c u r c u r b i t s  t o  f u n g i .  C a n a d i a n  J o u r n a l  
o f  B o t a n y  6 3 : 2 3 9 3 - 2 3 9 8  
H a n c o c k ,  J . G .  1 9 6 6 .  D e g r a d a t i o n  o f  p e c t i c  s u b s t a n c e s  a s s o c i a t e d  w i t h  p a t h o g e n e s i s  b y  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i n  s u n f l o w e r  a n d  t o m a t o  s t e m s .  P h y t o p a t h o l o g y  5 6 : 9 7 5 - 9 7 9  
H a n c o c k ,  J . G .  1 9 6 7 .  H e m i c e l l u l o s e  d e g r a d a t i o n  i n  s u n f l o w e r  h y p o c o t y l s  i n f e c t e d  w i t h  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m .  P h y t o p a t h o l o g y  5 7 : 2 0 3 - 2 0 6  
H a r p e r ,  J . L .  1 9 5 7 .  B i o l o g i c a l  F l o r a  o f  t h e  B r i t i s h  I s l e s .  J o u r n a l  o f  E c o l o g y  4 5 : 2 8 9 - 3 4 2  
H a r p e r ,  J . L . ,  S a g a r ,  G . R  1 9 5 3 .  S o m e  a s p e c t s  o f  t h e  e c o l o g y  o f  b u t t e r c u p s  i n  p e r m a n e n t  
g r a s s l a n d .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  1 s t  B r i t i s h  W e e d  C o n t r o l  C o n f e r e n c e : 2 6 0 - 2 6 4  
H a r r i s ,  P .  1 9 9 3 .  E f f e c t s ,  c o n s t r a i n t s  a n d  t h e  f u t u r e  o f  w e e d  b i o c o n t r o L A g r i c u l t u r e ,  
E c o s y s t e m s  a n d  E n v i r o m n e n t 4 6 : 2 8 9 - 3 0 3  
H a r v e y ,  I . e . ,  A l e x a n d e r ,  R A ,  W a i p a r a ,  N . W . ,  S a v i l l e ,  D . J .  1 9 9 4 .  T h e  e f f e c t  o f  i n o c u l u m  
s u b s t r a t e  a n d  d e w  p e r i o d  o n  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  w h e n  a p p l i e d  
a s  a  m y c o h e r b i c i d e  t o  C a l i f o r n i a n  t h i s t l e  ( C i r s i u m  a r v e n s e ) .  A u s t r a l a s i a n  P l a n t  
.  P a t h o l o g y  2 3 : 5 0 - 5 6  
~ -
H a r v e y ,  I . e . ,  W a i p a r a ,  N . W . ,  B o u r d o t ,  G . W .  1 9 9 3 .  S c l e r o t i u m  p o p u l a t i o n s  a f t e r  i n u n d a t i v e  
a p p l i c a t i o n  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  t o  C a l i f o r n i a n  t h i s t l e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 6 t h  
N e w  Z e a l a n d  P l a n t  P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e : 2 6 5 - 2 6 9  
H a s a n ,  S . ,  A y r e s ,  P . G .  1 9 9 0 .  T a n s l e y  R e v i e w  N o .  2 3 .  T h e  c o n t r o l  o f  w e e d s  t h r o u g h  f u n g i :  
p r i n c i p l e s  a n d  p r o s p e c t s .  N e w  P h y t o l o g i s t  1 1 5 : 2 0 1 - 2 2 2  
H a w k s w o r t h ,  D . L ,  S u t t o n ,  B . e . ,  A i n s w o r t h ,  G . e .  1 9 8 3 .  A i n s w o r t h  a n d  B i s b y ' s  D i c t i o n a r y  o f  
t h e  f u n g i .  S e v e n t h  E d i t i o n .  C . M . ! ,  K e w ,  S u r r e y .  4 4 5  p p  
H e n s k e n s ,  F . L . F .  1 9 9 3 .  T h e  c a r b o n  a n d  n i t r o g e n  p h y s i o l o g y  o f  A c h i l l e a  m i l l e f o l i u m  L .  
( y a r r o w ) .  P h D  T h e s i s .  
H i d a k a ,  M .  1 9 7 3 .  E f f e c t  o f  c u t t i n g  o n  t h e  t o t a l  n o n - s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  ( T N C )  c o n t e n t  i n  
t h e  r o o t s  a n d  c r o w n s  o f  R u m e x  o b t u s i f o l i u s  L .  J a p a n e s e  S o c i e t y  o f  G r a s s l a n d  S c i e n c e  
1 9 : 3 1 3 - 3 1 7  
H i j w e g e n ,  T .  1 9 6 3 .  L i g n i f i c a t i o n ,  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  o f  a c t i v e  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  
p a t h o g e n s .  N e t h e r l a n d s  J o u r n a l  o f  P l a n t  p a t h o l o g y  6 9 : 3 1 4 - 3 1 7  
H i l l ,  T . A  1 9 7 7 .  T h e  b i o l o g y  o f  w e e d s .  S t u d i e s  i n  b i o l o g y  n o  7 9 .  E d w a r d  A r n o l d  L i m i t e d .  6 4  
p p  
H i l l ,  R ,  V a n  H e y n i n g e n ,  R  1 9 5 1 .  R a n u n c u l i n :  T h e  p r e c u r s o r  o f  t h e  v e s i c a n t  s u b s t a n c e  o f  t h e  
<~.';-." . - .  
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b u t t e r c u p .  B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  4 9 : 3 3 2 - 3 3 5  
H o a g l a n d ,  R E .  1 9 9 0 .  M i c r o b e s  a n d  m i c r o b i a l  p r o d u c t s  a s  h e r b i c i d e s ,  a n  o v e r v i e w .  P p  2 - 5 2  
i n :  M i c r o b e s  a n d  M i c r o b i a l  P r o d u c t s  a s  H e r b i c i d e s .  R E .  H o a g l a n d  ( E d ) ;  A m e r i c a n  
C h e m i c a l  S o c i e t y .  3 1 4  p p  
H o g g ,  E . H . ,  L i e f f e r s ,  V . l  1 9 9 1 .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s e a s o n a l  c h a n g e s  i n  r h i z o m e  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  a n d  r e c o v e r y  f o l l o w i n g  d i s t u r b a n c e  i n  C a l a m a g r o s t i s  c a n a d e n s i s .  
C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  B o t a n y  6 9 : 6 4 1 - 6 4 6  
H o l d e n ,  M . ,  S e e g a l ,  B . C . ,  B a e r ,  H .  1 9 4 7 .  R a n g e  o f  a n t i b i o t i c  a c t i v i t y  o f  p r o t o a n e m o n i n .  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  S o c i e t y  o f  E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  6 6 :  5 4 - 6 0  
H o l m ,  L . G . ,  P l u c k n e t t ,  D . L . ,  P a n c h o ,  J . V . ,  H e r b e r g e r ,  l P .  1 9 7 7 .  T h e  w o r l d ' s  w o r s t  w e e d s ;  
D i s t r i b u t i o n  a n d  b i o l o g y .  U n i v e r s i t y  o f  H a w a i i  P r e s s ,  H o n o l u l u .  6 0 9  p p  
H o l t ,  l S .  1 9 8 8 .  E c o l o g i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  w e e d s .  P p  7 - 2 3  I n :  W e e d  
M a n a g e m e n t  i n  A g r o e c o s y s t e m s :  E c o l o g i c a l  A p p r o a c h e s .  M . A .  A l t i e r i  a n d  M .  L i e b m a n n  
( E d s ) ;  C R C  P r e s s ,  i n c .  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  3 5 4  p p  
H u b e r - M e i n i c k e ,  G . ,  D e f a g o ,  G . ,  S e d l a r ,  L .  1 9 8 9 .  R a m u l a r i a  r u b e l l a  ( B o n . )  N a n n f .  a s  a  
p o t e n t i a l  m y c o h e r b i c i d e  a g a i n s t  R u m e x  w e e d s .  B o t a n i c a  H e l v e t i c a  9 9 ( 1 ) : 8 1 - 8 9  
H u m p h e r s o n - J o n e s ,  P . M . ,  C o o k e ,  R C .  1 9 7 7 .  I n d u c t i o n  o f  S c l e r o t i u m  f o r m a t i o n  b y  a c i d  
s t a l i n g  c o m p o u n d s  i n  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  a n d  S c l e r o t i u m  r o l f s i i .  T r a n s a c t i o n s  o f  t h e  
B r i t i s h  M y c o l o g i c a l  S o c i e t y  6 8  ( 3 ) : 4 1 3 - 4 2 0  
H u n t e r ,  J . E .  1 9 8 1 .  L i m i t e d - t e r m  i n o c u l a t i o n :  A  m e t h o d  t o  s c r e e n  b e a n  p l a n t s  f o r  p a r t i a l  
r e s i s t a n c e  t o  w h i t e  m o l d .  P l a n t  D i s e a s e  6 5 : 4 1 4 - 4 1 7  
H u r r e l l ,  G . A . ,  B o u r d o t ,  G . W .  1 9 9 3 .  P a s t u r e  g r a s s e s  a n d  w h i t e  c l o v e r  u n a f f e c t e d  b y  a n  
i n u n d a t i v e  a p p l i c a t i o n  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 6 t h  N e w  Z e a l a n d  
P l a n t  P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e : 2 5 7 - 2 6 0  
I n t e r n a t i o n a l  B i o h e r b i c i d e  G r o u p  N e w s .  1 9 9 2 .  1  ( 2 ) .  R M . D .  M a k o w s k i  ( E d )  
I n t e r n a t i o n a l  B i o h e r b i c i d e  G r o u p  N e w s .  1 9 9 4 .  3  ( 1 ) .  L .  M o r i n  ( E d )  
J a g g e r ,  L C .  1 9 2 0 .  S c l e r o t i n i a  m i n o r ,  n .  s p . ,  t h e  c a u s e  o f  a  d e c a y  o f  l e t t u c e ,  c e l e r y  a n d  o t h e r  
c r o p s .  J o u r n a l  o f  A g r i c u l t u r a l  R e s e a r c h  2 0 : 3 3 1 - 3 3 4  
J a m e s o n ,  D . A .  1 9 6 3 .  R e s p o n s e s  o f  i n d i v i d u a l  p l a n t s  t o  h a r v e s t i n g .  T h e  B o t a n i c a l  R e v i e w  
2 9 : 5 3 2 - 5 9 4  
J o h n s t o n ,  P . R .  1 9 9 0
a
•  F u n g i  a s  p o t e n t i a l  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  a g e n t s  o f  w e e d s  i n  N e w  Z e a l a n d .  
P p  6 6 - 7 0  I n ;  A l t e r n a t i v e s  T o  t h e  C h e m i c a l  C o n t r o l  o f  W e e d s .  P r o c e e d i n g s  o f  a n  
I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e ,  R o t o r u a ,  N e w  Z e a l a n d ,  J u l y  1 9 8 9 .  C .  B a s s e t t ,  L . J .  
W h i t e h o u s e ,  J . A .  Z a b k i e w i c z  ( E d s ) ;  M i n i s t r y  o f  F o r e s t r y ,  F R I  B u l l e t i n  1 5 5  
J o h n s t o n ,  P . R  1 9 9 0
b
•  P o t e n t i a l  o f  f u n g i  f o r  t h e  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  s o m e  N e w  Z e a l a n d  
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w e e d s .  N e w  Z e a l a n d  J o u r n a l  o f  A g r i c u l t u r a l  R e s e a r c h  3 3 : 1 - 1 4  
K i g a l ,  J . ,  K o l l e r ,  D .  1 9 8 5 .  A s e x u a l  r e p r o d u c t i o n  o f  w e e d s .  P p  6 5 - 1 0 0  I n :  W e e d  p h y s i o l o g y ;  
V o l u m e  I ;  R e p r o d u c t i o n  a n d  E c o p h y s i o l o g y .  S . O .  D u k e  ( E d ) ;  C R C  P r e s s ,  i n c .  B o c a  
R a t o n ,  F l o r i d a .  1 6 5  p p  
K o h n ,  L . M .  1 9 7 9 .  A  m o n o g r a p h i c  r e v i s i o n  o f  t h e  g e n u s  S c l e r o t i n i a .  M y c o t a x o n  I X : 3 6 5 - 4 4 4  
L a m b ,  e . J . ,  L a w t o n ,  M . A . ,  D r o n ,  M . ,  D i x o n ,  R A .  1 9 8 9 .  S i g n a l s  a n d  t r a n s d u c t i o n  m e c h a n i s m s  
f o r  a c t i v a t i o n  o f  p l a n t  d e f e n s e s  a g a i n s t  m i c r o b i a l  a t t a c k .  C e l l  5 6 : 2 1 5 - 2 2 4  
L e B a r o n ,  H . M . ,  G r e s s e l ,  1 .  1 9 8 2 .  H e r b i c i d e  R e s i s t a n c e  i n  P l a n t s .  W i l e y - I n t e r s c i e n c e .  4 0 1  p p  
L e e ,  J . K . ,  T a t t a r ,  T . A . ,  B e r m a n ,  P . M . ,  M o u n t ,  M . S .  1 9 9 2 .  A  r a p i d  m e t h o d  f o r  t e s t i n g  t h e  
v i r u l e n c e  o f  C r y p h o n e c t r i a  p a r a s i t i c a  u s i n g  e x c i s e d  b a r k  a n d  w o o d  o f  A m e r i c a n  
c h e s t n u t .  P h y t o p a t h o l o g y  8 2  ( 2 ) :  1 4 5 4 - 1 4 5 6  
L e i s t r a ,  M .  1 9 8 8 .  B e h a v i o u r  a n d  s i g n i f i c a n c e  o f  p e s t i c i d e  r e s i d u e s  i n  g r o u n d  w a t e r .  A s p e c t s  o f  
A p p l i e d  B i o l o g y  1 7 : 2 2 3 - 2 2 9  
L e w i s ,  D . H .  1 9 8 4 .  S t o r a g e  c a r b o h y d r a t e s  i n  v a s c u l a r  p l a n t s :  d i s t r i b u t i o n ,  p h y s i o l o g y  a n d  
m e t a b o l i s m .  C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  P r e s s .  2 8 4  p p  
L u m s d e n ,  R D .  1 9 6 9 .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  o f  b e a n  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
c e l l u l a s e .  P h y t o p a t h o l o g y  5 9 : 6 5 3 - 6 5 7  
L u m s d e n ,  R D .  1 9 7 0 .  P h o s p h a t i d a s e  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  p r o d u c e d  i n  c u l t u r e  a n d  i n  
i n f e c t e d  b e a n .  P h y t o p a t h o l o g y  6 0  ( 2 ) : 1 1 0 6 - 1 1 1 0  
L u m s d e n ,  R D .  1 9 7 6 .  P e c t o l y t i c  e n z y m e s  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  a n d  t h e i r  l o c a l i z a t i o n  i n  
i n f e c t e d  b e a n .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  B o t a n y  5 4 : 2 6 3 0 - 2 6 4 1  
L u m s d e n ,  R D .  1 9 7 9 .  H i s t o l o g y  a n d  p h y s i o l o g y  o f  p a t h o g e n e s i s  i n  p l a n t  d i s e a s e s  c a u s e d  b y  
S c l e r o t i n i a  s p e c i e s .  P h y t o p a t h o l o g y  6 9 : 8 9 0 - 8 9 6  
L u m s d e n ,  R D . ,  D o w ,  R L .  1 9 7 3 .  H i s t o p a t h o l o g y  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i n f e c t i o n  o f  
b e a n .  P h y t o p a t h o l o g y  6 3 : 7 0 8 - 7 1 5  
L u m s d e n ,  R D . ,  W e r g i n ,  W . P .  1 9 8 0 .  S c a n n i n g - e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  i n f e c t i o n  o f  b e a n  b y  
s p e c i e s  o f  S c l e r o t i n i a .  M y c o l o g i a  7 2 :  1 2 0 0 - 1 2 0 9  
L y m ,  R G . ,  M e s s e r s m i t h ,  e . G .  1 9 8 7 .  C a r b o h y d r a t e s  i n  l e a f y  s p u r g e  r o o t s  a s  i n f l u e n c e d  b y  
e n v i r o n m e n t .  J o u r n a l  o f  R a n g e  M a n a g e m e n t  4 0  ( 2 ) : 1 3 9 - 1 4 4  
M a k o w s k i ,  R M . D .  1 9 9 3 .  E f f e c t  o f  i n o c u l u m  c o n c e n t r a t i o n ,  t e m p e r a t u r e ,  d e w  p e r i o d ,  a n d  
p l a n t  g r o w t h  s t a g e  o n  d i s e a s e  o f  r o u n d - l e a v e d  m a l l o w  a n d  v e l v e t l e a f  b y  C o l l e t o t r i c h u m  
g l o e o s p o r i o i d e s  f . s p .  m a l v a e .  P h y t o p a t h o l o g y  8 3  ( 1 1 ) :  1 2 2 9 - 1 2 3 4  
M a r c i a n o ,  P . ,  D i  L e n n a ,  P . ,  M a g r o ,  P .  1 9 8 3 .  O x a l i c  a c i d ,  c e l l  w a l l - d e g r a d i n g  e n z y m e s  a n d  p H  
i n  p a t h o g e n e s i s  a n d  t h e i r  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  v i r u l e n c e  o f  t w o  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  
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i s o l a t e s  o n  s u n f l o w e r .  P h y s i o l o g i c a l  P l a n t  P a t h o l o g y  2 2 : 3 3 9 - 3 4 5  
M a r t i n ,  M . L . ,  S a n  R o m a n ,  L . ,  D o m i n g u e z ,  A .  1 9 9 0 .  I n  v i t r o  a c t i v i t y  o f  p r o t o a n e m o n i n ,  a n  
a n t i f u n g a l  a g e n t .  P l a n t a  M e d i c a  5 6 : 6 6 - 6 9  
M a x w e l l ,  D . P . ,  L u m s d e n ,  R D .  1 9 7 0 .  O x a l i c  a c i d  p r o d u c t i o n  b y  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i n  
i n f e c t e d  b e a n  a n d  i n  c u l t u r e .  P h y t o p a t h o l o g y  6 0 :  1 3 9 5 - 1 3 9 8  
1 5 4  
M c A l l i s t e r ,  R . S . ,  H a d e r l i e ,  L . C .  1 9 8 5 .  S e a s o n a l  v a r i a t i o n s  i n  C a n a d a  t h i s t l e  ( C i r s i u m  a r v e n s e )  
r o o t  b u d  g r o w t h  a n d  r o o t  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s .  W e e d  S c i e n c e  3 3 : 4 4 - 4 9  
M c E l w e e ,  M . ,  I r v i n e ,  J . I . M . ,  B u r g e ,  M . N .  1 9 9 0 .  A  m y c o h e r b i c i d a l  a p p r o a c h  t o  b r a c k e n  
c o n t r o l .  P p  7 4 - 7 9  I n ;  A l t e r n a t i v e s  T o  t h e  C h e m i c a l  C o n t r o l  o f  W e e d s .  P r o c e e d i n g s  o f  a n  
I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e ,  R o t o r u a ,  N e w  Z e a l a n d ,  J u l y  1 9 8 9 .  C .  B a s s e t t ,  L . J .  
W h i t e h o u s e ,  J . A .  Z a b k i e w i c z  ( E d s ) ;  M i n i s t r y  o f  F o r e s t r y ,  F R I  B u l l e t i n  1 5 5  
M c N a u g h t o n ,  S . J .  1 9 8 3 .  C o m p e n s a t o r y  p l a n t  g r o w t h  a s  a  r e s p o n s e  t o  h e r b i v o r y .  O i k o s  
4 0 : 3 2 9 - 3 3 6  
M c W h o r t e r ,  C G .  1 9 7 4 .  W a t e r - s o l u b l e  c a r b o h y d r a t e s  i n  j o h n s o n g r a s s .  W e e d  S c i e n c e  2 2 : 1 5 9 -
1 6 3  
M c W h o r t e r ,  C G . ,  C h a n d l e r ,  J . M .  1 9 8 2 .  C o n v e n t i o n a l  w e e d  c o n t r o l  t e c h n o l o g y .  P p  5 - 2 7  I n ;  
B i o l o g i c a l  C o n t r o l  o f  W e e d s  w i t h  P l a n t  P a t h o g e n s .  R  C h a r u d a t t a n  a n d  H . L .  W a l k e r  
( E d s ) ;  J o h n  W i l e y  &  S o n s ,  I n c .  2 9 3  p p  
M i c h a u d ,  J . P .  1 9 9 1 .  B i o m a s s  a l l o c a t i o n  i n  f i r e w e e d  E p i l o b i u m  a n g u s t i f o l i u m  L .  ( O n a g r a c e a e )  
i n  r e s p o n s e  t o  s i m u l a t e d  d e f o l i a t i o n .  B o t a n i c a l  G a z e t t e  1 5 2  ( 2 ) : 2 0 8 - 2 1 3  
M i k l a s ,  P . N . ,  G r a f t o n ,  K . F . ,  N e l s o n ,  B . D .  1 9 9 2 .  S c r e e n i n g  f o r  p a r t i a l  p h y s i o l o g i c a l  r e s i s t a n c e  
t o  w h i t e  m o l d  i n  d r y  b e a n  u s i n g  e x c i s e d  s t e m s .  J o u r n a l  o f  t h e  A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  
H o r t i c u l t u r a l  S c i e n c e  1 1 7  ( 2 ) : 3 2 1 - 3 2 7  
M i l l e r ,  R V . ,  F o r d ,  E . J . ,  S a n d s ,  D . C .  1 9 8 9
a
•  A  n o n s c l e r o t i a l  p a t h o g e n i c  m u t a n t  o f  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  M i c r o b i o l o g y  3 5 : 5 1 7 - 5 2 0  
M i l l e r ,  R V . ,  F o r d ,  E . J . ,  Z i d a c k ,  N . J . ,  S a n d s ,  D . C .  1 9 8 9
b
•  A  p y r i m i d i n e  a u x o t r o p h  o f  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  f o r  u s e  i n  b i o l o g i c a l  w e e d  c o n t r o l .  J o u r n a l  o f  G e n e r a l  
M i c r o b i o l o g y  1 3 5 : 2 0 8 5 - 2 0 9 1  
M i s a g h i ,  I . J .  1 9 8 2 .  T h e  r o l e  o f  p a t h o g e n - p r o d u c e d  c e l l - w a l l  d e g r a d i n g  e n z y m e s  i n  
p a t h o g e n e s i s .  P p  1 7 - 6 1  i n ;  P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y  o f  P l a n t - P a t h o g e n  I n t e r a c t i o n s .  
N e w  Y o r k ,  P l e n u m  P r e s s .  2 8 7  p p  
M o o n e y ,  H . A .  1 9 7 2 .  T h e  c a r b o n  b a l a n c e  o f  p l a n t s .  A n n u a l  R e v i e w  o f  E c o l o g y  a n d  S y s t e m a t i c s  
3 : 3 1 5 - 3 4 6  
M o r d u e ,  J . E . M . ,  H o l l i d a y ,  P .  1 9 7 6 .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m .  C M I  d e s c r i p t i o n s  o f  p a t h o g e n i c  
f u n g i  a n d  b a c t e r i a  N o .  5 1 3  
f · ·  .  
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M o r i n ,  L . ,  A u l d ,  B . A . ,  B r o w n ,  I F .  1 9 9 Y .  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P u c c i n i a  x a n t h i i  a n d  f a c u l t a t i v e  
p a r a s i t i c  f u n g i  o n  X a n t h i u m  o c c i d e n t a l e .  B i o l o g i c a l  C o n t r o l  3  ( 4 ) : 2 8 8 - 2 9 5  
M o r i n ,  L . ,  A u l d ,  B . A . ,  B r o w n ,  I F .  1 9 9 3
b
•  S y n e r g y  b e t w e e n  P u c c i n i a  x a n t h i i  a n d  
C o l l e t o t r i c h u m  o r b i c u l a r e  o n  X a n t h i u m  o c c i d e n t a l e .  B i o l o g i c a l  C o n t r o l  3  ( 4 ) : 2 9 6 - 3 1 0  
M o r r a l l ,  R . A . A . ,  D u c z e k ,  L . l ,  S h e a r d ,  l W .  1 9 7 2 .  V a r i a t i o n s  a n d  c o r r e l a t i o n s  w i t h i n  a n d  
b e t w e e n  m o r p h o l o g y ,  p a t h o g e n i c i t y ,  a n d  p e c t o l y t i c  e n z y m e  a c t i v i t y  i n  S c l e r o t i n i a  f r o m  
S a s k a t c h e w a n .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  B o t a n y  5 0 : 7 6 7 - 7 8 6  
M o r r i s ,  S . C . ,  F o r b e s - S m i t h ,  M . R . ,  S c r i v e n ,  F . M .  1 9 8 9 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  
f o r  s u b e r i z a t i o n ,  w o u n d  p e r i d e r m  f o r m a t i o n ,  c e l l u l a r  d e s s i c a t i o n  a n d  p a t h o g e n  r e s i s t a n c e  
i n  w o u n d e d  S o l a n u m  t u b e r o s u m .  P h y s i o l o g i c a l  a n d  M o l e c u l a r  P l a n t  P a t h o l o g y  3 5 : 1 7 7 -
1 9 0  
M u k e r j i ,  K . G . ,  G a r g ,  K . L .  1 9 8 8 .  B i o c o n t r o l  o f  P l a n t  D i s e a s e s .  V o l  I ,  P h y t o p a t h o g e n i c  
m i c r o o r g a n i s m s  - B i o l o g i c a l  c o n t r o l .  C R C  P r e s s ,  i n c .  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  2 1 1  p p  
M y e r s ,  G . A . ,  B e a s l e y ,  e . A . ,  D e r s c h e i d ,  L . A .  1 9 6 4 .  A n a t o m i c a l  s t u d i e s  o f  E u p h o r b i a  e s u l a  L .  
W e e d s  1 2 : 2 9 1 - 2 9 5  
N e l s o n ,  B . D . ,  H e l m s ,  T . e . ,  K u r a l ,  1 .  1 9 9 1 .  E f f e c t s  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  p a t h o g e n  i s o l a t e  o n  
l a b o r a t o r y  s c r e e n i n g  f o r  r e s i s t a n c e  t o  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  
P l a n t  S c i e n c e  7 1 : 3 4 7 - 3 5 2  
N e l s o n ,  C . l ,  S p o l l e n ,  W . G .  1 9 8 7 .  F r u c t a n s .  P h y s i o l o g i a  P l a n t a r u m  7 1 : 5 1 2 - 5 1 6  
N i c h o l l s ,  P . H .  1 9 8 7 .  F a c t o r s  i n f l u e n c i n g  e n t r y  o f  p e s t i c i d e s  i n t o  s o i l  w a t e r .  P e s t i c i d e  S c i e n c e  
2 2 :  1 2 3 - 1 3 7  
N o y e s ,  R . D . ,  H a n c o c k ,  J . G .  1 9 8 1 .  R o l e  o f  o x a l i c  a c i d  i n  t h e  S c l e r o t i n i a  w i l t  o f  s u n f l o w e r .  
P h y s i o l o g i c a l  P l a n t  P a t h o l o g y  1 8 :  1 2 3 - 1 3 2  
O k a j i m a ,  H . ,  S m i t h ,  D .  1 9 6 4 .  A v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  f r a c t i o n s  i n  t h e  s t e m  b a s e s  a n d  s e e d  o f  
T i m o t h y ,  s m o o t h  b r o m e g r a s s ,  a n d  s e v e r a l  o t h e r  n o r t h e r n  g r a s s e s .  C r o p  S c i e n c e  4 : 3 1 7 -
3 2 0  
O r o d h o ,  A . B . ,  T r l i c a ,  M . J .  1 9 9 0 .  C l i p p i n g  a n d  l o n g - t e r m  g r a z i n g  e f f e c t s  o n  b i o m a s s  a n d  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  o f  I n d i a n  r i c e g r a s s .  J o u r n a l  o f  R a n g e  M a n a g e m e n t  4 3  ( 1 ) : 5 2 - 5 7  
O r s o n ,  J . H .  1 9 9 3 .  I n t e g r a t i n g  c u l t u r a l  a n d  c h e m i c a l  w e e d  c o n t r o l  i n  c e r e a l s .  B r i g h t o n  C r o p  
P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e - W e e d s :  9 7 7  - 9 8 4  
P a t r i q u i n ,  D . G .  1 9 8 8 .  W e e d  c o n t r o l  i n  o r g a n i c  f a r m i n g  s y s t e m s .  P p  3 0 3 - 3 1 7  I n :  W e e d  
M a n a g e m e n t  i n  A g r o e c o s y s t e m s :  E c o l o g i c a l  A p p r o a c h e s .  M . A  A l t i e r i  a n d  M .  L i e b m a n n  
( E d s ) ;  C R C  P r e s s ,  i n c .  B o c a  R a t o n ,  F l o r i d a .  3 5 4  p p  
P a u l ,  N . D . ,  A y r e s ,  P . G . ,  H a l l e t t ,  S . G .  1 9 9 2 .  M a k i n g  b i o l o g i c a l  h e r b i c i d e s  m o r e  e f f e c t i v e .  
J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  E d u c a t i o n  2 6  ( 2 ) : 9 4 - 9 9  
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P a w l o w s k i ,  S . H . ,  H a w n ,  E . J .  1 9 6 4 .  H o s t - p a r a s i t e  r e l a t i o n s h i p s  i n  s u n f l o w e r  w i l t  i n c i t e d  b y  
S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  t w i n  t e c h n i q u e .  P h y t o p a t h o l o g y  5 4 : 3 3 - 3 5  
P e n n y c o o k ,  S . R  1 9 8 9 .  P l a n t  d i s e a s e s  r e c o r d e d  i n  N e w  Z e a l a n d .  P l a n t  D i s e a s e s  D i v i s i o n ,  
D S I R ,  A u c k l a n d .  
P e n n y p a c k e r ,  B . W . ,  L e a t h ,  K . T .  1 9 9 3 .  A n a t o m i c a l  r e s p o n s e  o f  r e s i s t a n t  a l f a f a  i n f e c t e d  w i t h  
V e r t i c i l l i u m  a l b o - a t r u m .  P h y t o p a t h o l o g y  8 3  ( 1 ) : 8 0 - 8 5  
P e r e s ,  A . ,  A l l a r d ,  L . M . ,  P e n a u d ,  A . ,  R e g n a u l t ,  Y .  1 9 9 2 .  C o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  o n  
s u n f l o w e r .  B r i g h t o n  C r o p  P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e - P e s t s  a n d  D i s e a s e s : 9 3 1 - 9 3 8  
P e r r y ,  J . W . ,  E v e r t ,  R F .  1 9 8 3 .  H i s t o p a t h o l o g y  o f  V e r t i c i l l i u m  d a h l i a e  w i t h i n  m a t u r e  r o o t s  o f  
R u s s e t  B u r b a n k  p o t a t o e s .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  B o t a n y  6 1 : 3 4 0 5 - 3 4 2 1  
P h i l i p s ,  I . D . J .  1 9 6 9 .  A p i c a l  D o m i n a n c e .  P p  1 6 5 - 2 0 2  I n :  P h y s i o l o g y  o f  p l a n t  g r o w t h  a n d  
d e v e l o p m e n t .  M . B  W i l k i n s  ( E d ) ;  N e w  Y o r k l M c G r a w - H i l l .  6 9 5  p p  
P h i p p s ,  P . M .  1 9 8 2 .  S c l e r o t i n i a  b l i g h t  o f  s o y b e a n  c a u s e d  b y  S c l e r o t i n i a  m i n o r  a n d  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m .  P l a n t  D i s e a s e  6 6 :  1 6 3 - 1 6 5  
P l u i m ,  R A . ,  T e w a r i ,  J . P . ,  K n o w l e s ,  N . R ,  H o w a r d ,  R J .  1 9 9 4 .  S t r a i n  v a r i a t i o n  a n d  o x a l i c  a c i d  
p r o d u c t i o n  b y  C y t o s p o r a  l e u c o s t o m a  i s o l a t e d  f r o m  S a s k a t o o n  ( A m e l a n c h i e r  a l n i f o l i a ) .  
P l a n t  D i s e a s e  7 8  ( 6 ) : 5 5 1 - 5 5 7  
P o p a y ,  A . I . ,  B a r l o w ,  N . D . ,  B o u r d o t ,  G . W .  1 9 8 9 .  E c o n o m i c s  o f  c o n t r o l l i n g  R a n u n c u l u s  a c r i s  
i n  N e w  Z e a l a n d  d a i r y  p a s t u r e s .  B r i g h t o n  C r o p  P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e - W e e d s : 9 4 3 - 9 4 8  
P o p a y ,  A .  I .  ,  C h e a h ,  L . H .  1 9 9 0 .  C a l i f o r n i a n  t h i s t l e  ( C i r s i u m  a r v e n s e )  - A  s u i t a b l e  c a s e  f o r  
m y c o h e r b i c i d e s  ?  P p  9 3 - 9 5  I n ;  A l t e r n a t i v e s  T o  t h e  C h e m i c a l  C o n t r o l  o f  W e e d s .  
P r o c e e d i n g s  o f  a n  I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e ,  R o t o r u a ,  N e w  Z e a l a n d ,  J u l y  1 9 8 9 .  C .  
B a s s e t t ,  L J .  W h i t e h o u s e ,  J . A .  Z a b k i e w i c z  ( E d s ) ;  M i n i s t r y  o f  F o r e s t r y ,  F R I  B u l l e t i n  1 5 5  
P r i c e ,  K . ,  C o l h o u n ,  1 .  1 9 7 5 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  ( L i b . )  d e  
B a r y  t o  s e v e r a l  h o s t s .  P h y t o p a t h .  Z  8 3 : 2 3 2 - 2 3 8  
P r i e s t l y ,  C . A .  1 9 6 2 .  C a r b o h y d r a t e  r e s o u r c e s  w i t h i n  t h e  p e r e n n i a l  p l a n t .  C o m m o n w e a l t h  
B u r e a u  o f  H o r t i c u l t u r e  a n d  P l a n t a t i o n  C r o p s  T e c h n i c a l  C o m m u n i c a t i o n  N o .  2 7 .  1 1 6  p p  
P r i o r ,  G . D . ,  O w e n ,  J . H .  1 9 6 4 .  P a t h o l o g i c a l  a n a t o m y  o f  S c l e r o t i n i a  t r i f o l i o r u m  o n  c l o v e r  a n d  
a l f a f a .  P h y t o p a t h o l o g y  5 4 : 7 8 4 - 7 8 7  
P u n j a ,  Z . K . ,  H u a n g ,  1 . S . ,  J e n k i n s ,  S . F .  1 9 8 5 .  R e l a t i o n s h i p  o f  m y c e l i a l  g r o w t h  a n d  p r o d u c t i o n  
o f  o x a l i c  a c i d  a n d  c e l l  w a l l  d e g r a d i n g  e n z y m e s  t o  v i r u l e n c e  i n  S c l e r o t i u m  r o l f s i i .  
C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  P l a n t  P a t h o l o g y  7  ( 2 ) : 1 0 9 - 2 1 6  
P u r d y ,  L . H .  1 9 5 8 .  S o m e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  p e n e t r a t i o n  a n d  i n f e c t i o n  b y  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m .  P h y t o p a t h o l o g y  4 8 : 6 0 5 - 6 0 9  
P u r d y ,  L . H .  1 9 7 9 .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m :  H i s t o r y ,  d i s e a s e s  a n d  s y m p t o m a t o l o g y ,  h o s t  
.  :  . . . .  ;~:~.~~,>~:.~::.~::~~ . .  
_ - . " - _  '~i~";':-::;';:' • .  < _ : - _ - .  
f~~:~:~~:~~:~~~~~~~~:~:; 
I .  
1 5 7  
r a n g e ,  g e o g r a p h i c  d i s t r i b u t i o n ,  a n d  i m p a c t .  P h y t o p a t h o l o g y  6 9 : 8 7 5 - 8 8 0  
R i c h a r d s ,  J . H . ,  C a l d w e l l ,  M . M .  1 9 8 5 .  S o l u b l e  c a r b o h y d r a t e s ,  c o n c u r r e n t  p h o t o s y n t h e s i s  a n d  
e f f i c i e n c y  i n  r e g r o w t h  f o l l o w i n g  d e f o l i a t i o n :  A  f i e l d  s t u d y  w i t h  A g r o p y r o n  s p e c i e s .  
J o u r n a l  o f  A p p l i e d  E c o l o g y  2 2 : 9 0 7 - 9 2 0  
R i d e ,  J . P .  1 9 7 5 .  L i g n i f i c a t i o n  i n  w o u n d e d  w h e a t  l e a v e s  i n  r e s p o n s e  t o  f u n g i  a n d  i t s  p o s s i b l e  
r o l e  i n  r e s i s t a n c e .  P h y s i o l o g i c a l  p l a n t  p a t h o l o g y  5 :  1 2 5 - 1 3 4  
R i d d l e ,  G . E . ,  B u r p e e ,  L . L . ,  B o l a n d ,  G J .  1 9 9 1 .  V i r u l e n c e  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  a n d  S .  
m i n o r  o n  d a n d e l i o n  ( T a r a x a c u m  o f f i c i n a l e ) .  W e e d  S c i e n c e  3 9 : 1 0 9 - 1 1 8  
R o b e r t s ,  H . A .  1 9 8 2 .  W e e d  c o n t r o l  h a n d b o o k :  P r i n c i p l e s .  B l a c k w e l l  S c i e n t i f i c  P u b l i c a t i o n s .  
5 3 3  p p  
R o b e r t s e n ,  B .  1 9 8 6 .  E l i c i t o r s  o f  t h e  p r o d u c t i o n  o f  l i g n i n - l i k e  c o m p o u n d s  i n  c u c u m b e r  
h y p o c o t y l s .  P h y s i o l o g i c a l  a n d  M o l e c u l a r  P l a n t  P a t h o l o g y  2 8 : 1 3 7 - 1 4 8  
S a n d s ,  D . e . ,  F o r d ,  E . J . ,  M i l l e r ,  R V .  1 9 9 0
a
•  G e n e t i c  m a n i p u l a t i o n  o f  b r o a d  h o s t - r a n g e  f u n g i  
f o r  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  w e e d s .  W e e d  T e c h n o l o g y  4 : 4 7 1 - 4 7 4  
S a n d s ,  D . e . ,  M i l l e r ,  R V . ,  F o r d ,  E . J .  1 9 9 0
b
•  B i o t e c h n o l o g i c a l  a p p r o a c h e s  t o  c o n t r o l  o f  w e e d s  
w i t h  p a t h o g e n s .  P p  1 8 4 - 1 9 0  i n :  M i c r o b e s  a n d  M i c r o b i a l  P r o d u c t s  a s  H e r b i c i d e s .  R E .  
H o a g l a n d  ( E d ) ;  A m e r i c a n  C h e m i c a l  S o c i e t y .  3 1 4  p p  
S a r u k h a n ,  1 .  1 9 7 4 .  S t u d i e s  o n  p l a n t  d e m o g r a p h y :  R a n u n c u l u s  r e p e n s  L . ,  R .  b u l b o s u s  L .  a n d  R .  
a c r i s  L .  I I .  R e p r o d u c t i v e  s t r a t e g i e s  a n d  s e e d  p o p u l a t i o n  d y n a m i c s .  J o u r n a l  o f  E c o l o g y  
6 2 : 1 5 1 - 1 7 7  
S a r u k h a n ,  1 .  1 9 7 6 .  O n  s e l e c t i v e  p r e s s u r e s  a n d  e n e r g y  a l l o c a t i o n  i n  p o p u l a t i o n s  o f  R a n u n c u l u s  
r e p e n s  L . ,  R .  b u l b o s u s  L .  a n d  R .  a c r i s  L .  A n n a l s  o f  t h e  M i s s o u r i  B o t a n i c a l  G a r d e n  
6 3 : 2 9 0 - 3 0 8  
S a r u k h a n ,  J . ,  H a r p e r ,  J . L .  1 9 7 3 .  S t u d i e s  o n  p l a n t  d e m o g r a p h y :  R a n u n c u l u s  r e p e n s  L . ,  R .  
b u l b o s u s  L .  a n d  R .  a c r i s  L .  I .  P o p u l a t i o n  f l u x  a n d  s u r v i v o r s h i p .  J o u r n a l  o f  E c o l o g y  
6 1 : 6 7 5 - 7 1 6  
S a v i l l e ,  D .  1 9 9 0 .  M u l t i p l e  c o m p a r i s o n  p r o c e d u r e s :  T h e  p r a c t i c a l  s o l u t i o n .  T h e  A m e r i c a n  
S t a t i s t i c i a n  4 4  ( 2 ) :  1 7 4 - 1 8 0  
S c h e e p e n s ,  P . e .  1 9 8 7 .  J o i n t  a c t i o n  o f  C o c h l i o b o l u s  l u n a t u s  a n d  a t r a z i n e  o n  E c h i n o c h l o a  c r u s -
g a l l i  ( L . )  B e a u v .  W e e d  R e s e a r c h  2 7 : 4 3 - 4 7  
S h a r m a n ,  S . ,  H e a l e ,  J . B .  1 9 7 7 .  P e n e t r a t i o n  o f  c a r r o t  r o o t s  b y  t h e  g r e y  m o u l d  f u n g u s  B o t r y t i s  
c i n e r e a  P e r s .  e x  P e r s .  P h y s i o l o g i c a l  P l a n t  P a t h o l o g y  1 0 : 6 3 - 7 1  
S h a r o n ,  A . ,  A m s e l l e m ,  Z . ,  G r e s s e l ,  J .  1 9 9 2 .  G l y p h o s a t e  s u p p r e s s i o n  o f  a n  e l i c i t e d  d e f e n s e  
r e s p o n s e .  P l a n t  P h y s i o l o g y  9 8 : 6 5 4 - 6 5 9  
S h a w ,  W . e .  1 9 8 2 .  I n t e g r a t e d  w e e d  m a n a g e m e n t  s y s t e m s  t e c h n o l o g y  f o r  p e s t  m a n a g e m e n t .  
W e e d  S c i e n c e  3 0  ( s u p p l e m e n t ) : 2 - 1 2  
S h e a r e r ,  G . D .  1 9 3 8 .  S o m e  o b s e r v a t i o n s  o n  t h e  p o i s o n o u s  p r o p e r t i e s  o f  b u t t e r c u p s .  T h e  
V e t e r i n a r y  J o u r n a l  9 4 : 2 2 - 3 2  
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S m i t h ,  D . ,  P a u l s e n ,  G . M . ,  R a g u s e ,  c . A .  1 9 6 4 .  E x t r a c t i o n  o f  t o t a l  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e s  f r o m  
g r a s s  a n d  l e g u m e  t i s s u e .  P l a n t  P h y s i o l o g y  3 9 : 9 6 0 - 9 6 2  
S o u t h g a t e ,  D . A . T .  1 9 7 6 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  f o o d  c a r b o h y d r a t e s .  A p p l i e d  S c i e n c e  P u b l i s h e r s .  
1 7 8  p p  
S t i t e s ,  H . L . ,  F i c k ,  W . H .  1 9 8 2 .  N o n s t r u c t u r a l  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  a n d  c o n t r o l  o f  b l a c k b e r r y  
i n  s o u t h e a s t  K a n s a s .  P r o c e e d i n g s ,  N o r t h  C e n t r a l  W e e d  C o n t r o l  C o n f e r e n c e ,  
I n d i a n a p o l i s ,  U S A : I 0 2  
S t o c k w e l l ,  V . ,  H a n c h e y ,  P .  1 9 8 7 .  L i g n i f i c a t i o n  o f  l e s i o n  b o r d e r s  i n  R h i z o c t o n i a - i n f e c t e d  b e a n  
h y p o c o t y l s .  P h y t o p a t h o l o g y  7 7  ( 4 ) : 5 8 9 - 5 9 3  
S t o r e y ,  G . W . ,  E v a n s ,  K .  1 9 8 7 .  I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  G l o b o d e r a  p a U i d a  j u v e n i l e s ,  V e r t i c i l l i u m  
d a h l i a e  a n d  t h r e e  p o t a t o  c u l t i v a r s ,  w i t h  d e s c r i p t i o n s  o f  a s s o c i a t e d  h i s t o p a t h o l o g i e s .  P l a n t  
P a t h o l o g y  3 6 :  1 9 2 - 2 0 0  
S t o u g h t o n ,  R H .  1 9 3 0 .  T h i o n i n  a n d  o r a n g e  G  f o r  t h e  d i f f e r e n t i a l  s t a i n i n g  o f  b a c t e r i a  a n d  f u n g i  
i n  p l a n t  t i s s u e s .  A n n a l s  o f  a p p l i e d  b i o l o g y  1 7 : 1 6 2 - 1 6 4  
S y r e t t ,  P .  1 9 8 8 .  P r i o r i t y  w e e d s  f o r  f u t u r e  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  r e s e a r c h .  I n s t i t u t e  o f  N o x i o u s  
P l a n t  O f f i c e r s  i n c . ,  1 9 8 8  c o n f e r e n c e  p r o c e e d i n g s .  
T a m a s , I . A .  1 9 8 7 .  H o r m o n a l  r e g u l a t i o n  o f  a p i c a l  d o m i n a n c e .  P p  3 9 3 - 4 1 0  I n :  P l a n t  h o r m o n e s  
a n d  t h e i r  r o l e  i n  p l a n t  g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t .  P J  D a v i e s  ( E d ) ;  K l u v e r  A c a d e m i c  
P u b l i s h e r s .  6 1 8  p p  
T a r i q ,  V . N . ,  J e f f r i e s ,  P .  1 9 8 5 .  C h a n g e s  o c c u r r i n g  i n  c h l o r o p l a s t s  o f  P h a s e o l u s  f o l l o w i n g  
i n f e c t i o n  b y  S c l e r o t i n i a :  A  c y t o c h e m i c a l  s t u d y .  J o u r n a l  o f  C e l l  S c i e n c e  7 5 :  1 9 5 - 2 0 5  
T a r i q ,  V . N . ,  J e f f r i e s ,  P .  1 9 8 6 .  U l t r a s t r u c t u r e  o f  p e n e t r a t i o n  o f  P h a s e o l u s  s p p .  b y  S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m .  C a n a d i a n  J o u r n a l  o f  B o t a n y  2 6 4 : 2 9 0 9 - 2 9 1 5  
T e a g u e ,  W . R  1 9 8 9 .  E f f e c t  o f  i n t e n s i t y  a n d  f r e q u e n c y  o f  d e f o l i a t i o n  o n  a e r i a l  g r o w t h  a n d  
c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e  l e v e l s  i n  A c a c i a  k a r r o o  p l a n t s .  J o u r n a l  o f  t h e  G r a s s l a n d  S o c i e t y  o f  
S o u t h e r n  A f r i c a  6  ( 3 ) : 1 3 2 - 1 3 8  
T e B e e s t ,  D . O .  1 9 9 0 .  C o n f l i c t s  a n d  S t r a t e g i e s  f o r  F u t u r e  D e v e l o p m e n t  o f  M y c o h e r b i c i d e s .  P p  
3 2 3 - 3 3 2  i n :  N e w  D i r e c t i v e s  i n  B i o l o g i c a l  C o n t r o l :  A l t e r n a t i v e s  f o r  S u p p r e s s i n g  
A g r i c u l t u r a l  P e s t s  a n d  D i s e a s e s .  R R .  B a k e r  a n d  P . E .  D u n n  ( E d s ) ;  A l a n  R .  L i s s ,  I n c .  
8 3 7  p p  
T e B e e s t ,  D . O .  1 9 9 3 .  B i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  w e e d s  w i t h  f u n g a l  p l a n t  p a t h o g e n s .  P p  1 - 1 7  i n :  
E x p l o i t a t i o n  o f  m i c r o o r g a n i s m s .  D .  G a r e t h  J o n e s  ( E d ) ;  C h a p m a n  a n d  H a l l ,  L o n d o n .  4 8 8  
p p  
- ' - . .  ~:"- . .  "  ~": - , - < - - • •  : - ' ,  
~~~:~~±;~~~~~~~:t;~ 
, : , " , ' . '  - : . " .  , . - . .  ; - > : , . ; -
I  
, - .  
, .  
, - ~'-. - : 0 : :  -,~ ' ;  . .  
1 5 9  
T e m p l e t o n ,  G . E . ,  H e i n y ,  D . K .  1 9 8 9 .  I m p r o v e m e n t  o f  f u n g i  t o  e n h a n c e  m y c o h e r b i c i d e  
p o t e n t i a l .  P p  1 2 7 - 1 5 1  i n :  B i o t e c h n o l o g y  o f  f u n g i  f o r  i m p r o v i n g  p l a n t  g r o w t h .  
S y m p o s i u m  o f  t h e  B r i t i s h  M y c o l o g i c a l  S o c i e t y ,  U n i v e r s i t y  o f  S u s s e x ,  S e p t .  1 9 8 8 .  l M  
W h i p p s ,  R . D .  L u m s d e n  ( E d s ) ;  C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  p r e s s .  3 0 3  p p  
T e m p l e t o n ,  G . E . ,  H e i n y ,  D . K .  1 9 9 0 .  M y c o h e r b i c i d e s .  P p  2 7 9 - 2 8 6  i n :  N e w  D i r e c t i v e s  i n  
B i o l o g i c a l  C o n t r o l :  A l t e r n a t i v e s  f o r  S u p p r e s s i n g  A g r i c u l t u r a l  P e s t s  a n d  D i s e a s e s .  R R  
B a k e r  a n d  P . E .  D u n n  ( E d s ) ;  A l a n  R  L i s s ,  I n c .  8 3 7  p p  
T e m p l e t o n ,  G . E . ,  S m i t h ,  R . J . ,  T e B e e s t ,  D . O .  1 9 8 6 .  P r o g r e s s  a n d  P o t e n t i a l  o f  W e e d  C o n t r o l  
w i t h  M y c o h e r b i c i d e s .  R e v i e w s  o f  W e e d  S c i e n c e  2 : 1 - 1 4  
T e m p l e t o n ,  G . E . ,  T e B e e s t ,  D . O . ,  S m i t h ,  R . J .  1 9 7 9 .  B i o l o g i c a l  w e e d  c o n t r o l  w i t h  
m y c o h e r b i c i d e s .  A n n u a l  R e v i e w  o f  P h y t o p a t h o l o g y  1 7 : 3 0 1 - 1 0  
T u ,  J . c .  1 9 8 5 .  T o l e r a n c e  o f  w h i t e  b e a n  ( P h a s e o l u s  v u l g a r i s )  t o  w h i t e  m o l d  ( S c l e r o t i n i a  
s c l e r o t i o r u m )  a s s o c i a t e d  w i t h  t o l e r a n c e  t o  o x a l i c  a c i d .  P h y s i o l o g i c a l  P l a n t  P a t h o l o g y  
2 6 : 1 1 1 - 1 1 7  
T u ,  J . c . ,  1 9 8 9 .  O x a l i c  a c i d  i n d u c e d  c y t o l o g i c a l  a l t e r a t i o n s  d i f f e r  i n  b e a n s  t o l e r a n t  o r  
s u s c e p t i b l e  t o  w h i t e  m o u l d .  N e w  P h y t o l o g i s t  1 1 2 : 5 1 9 - 5 2 5  
T u c k e t t ,  A J .  1 9 6 1 .  G i a n t  B u t t e r c u p .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  1 4 t h  N e w  Z e a l a n d  W e e d  C o n t r o l  
C o n f e r e n c e :  1 2 3 - 1 2 5  
T u r n e r ,  D . J .  1 9 6 9 .  T h e  e f f e c t s  o f  s h o o t  r e m o v a l  o n  t h e  r h i z o m e  c a r b o h y d r a t e  r e s e r v e s  o f  
c o u c h  g r a s s  ( A g r o p y r o n  r e p e n s  ( L . )  B e a u v . ) .  W e e d  R e s e a r c h  9 : 2 7 - 3 6  
V a n c e ,  c . P . ,  K i r k ,  T . K . ,  S h e r w o o d ,  R T .  1 9 8 0 .  L i g n i f i c a t i o n  a s  a  m e c h a n i s m  o f  d i s e a s e  
r e s i s t a n c e .  A n n u a l  R e v i e w  o f  P h y t o p a t h o l o g y  1 8 : 2 5 9 - 2 8 8  
W a i p a r a ,  N . W . ,  H a r v e y ,  L C . ,  B o u r d o t ,  G . W .  1 9 9 3 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  
o n  c o m m o n  t h i s t l e  s p e c i e s  a n d  o t h e r  p a s t u r e  w e e d s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  4 6 t h  N e w  
Z e a l a n d  P l a n t  P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e : 2 6 1 - 2 6 4  
W a r d ,  C . H .  1 9 5 9 .  T h e  d e t a c h e d - l e a f  t e c h n i q u e  f o r  t e s t i n g  a l f a f a  c l o n e s  f o r  r e s i s t a n c e  t o  b l a c k  
s t e m .  P h y t o p a t h o l o g y  4 9 : 6 9 0 - 6 9 6  
W a t s o n ,  A . K .  1 9 9 1 .  T h e  c l a s s i c a l  a p p r o a c h  w i t h  p l a n t  p a t h o g e n s .  P p  3 - 2 3  i n :  M i c r o b i a l  
C o n t r o l  o f  W e e d s .  D . O  T e B e e s t  ( E d ) ;  C h a p m a n  a n d  H a l l ,  N e w  Y o r k .  2 8 4  p p  
W a t s o n ,  A K .  1 9 9 2 .  B i o l o g i c a l  a n d  o t h e r  a l t e r n a t i v e  c o n t r o l  m e a s u r e s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  1 s t  
I n t e r n a t i o n a l  W e e d  C o n t r o l  C o n g r e s s ,  M e l b o u r n e ,  1 9 9 2 : 6 4 - 7 3  
W a t s o n ,  A K . ,  W y m o r e ,  L . A  1 9 8 8 .  B i o l o g i c a l  c o n t r o l ,  a  c o m p o n e n t  o f  i n t e g r a t e d  w e e d  
m a n a g e m e n t .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  V I I  I n t e r n a t i o n a l  S y m p o s i u m  o n  B i o l o g i c a l  C o n t r o l  o f  
W e e d s ,  6 - 1 1  M a r c h  1 9 8 8 ,  R o m e ,  I t a l y : 1 0 1 - 1 0 6  
W a t s o n ,  A K . ,  W y m o r e ,  L . A  1 9 9 0 .  I d e n t i f y i n g  l i m i t i n g  f a c t o r s  i n  t h e  b i o c o n t r o l  o f  w e e d s .  P p  
3 0 5 - 3 1 6  I n ;  N e w  D i r e c t i v e s  i n  B i o l o g i c a l  C o n t r o l :  A l t e r n a t i v e s  f o r  S u p p r e s s i n g  
I  
I  
A g r i c u l t u r a l  P e s t s  a n d  D i s e a s e s .  R R  B a k e r  a n d  P . E .  D u n n  ( E d s ) ;  A l a n  R  L i s s ,  I n c .  
8 3 7  p p  
1 6 0  
W h e t z e l ,  H . H .  1 9 4 5 .  A  s y n o p s i s  o f  t h e  g e n e r a  a n d  s p e c i e s  o f  t h e  S c l e r o t i n i a c e a e ,  a  f a m i l y  o f  
s t r o m a t i c  i n o p e r c u l a t e  d i s c o m y c e t e s .  M y c o l o g i a  3 7 : 6 4 8 - 7 1 4  
W h i p p s ,  J . M . ,  B u d g e ,  S . P .  1 9 9 2 .  B i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i n  g l a s s h o u s e  
c r o p s .  B r i g h t o n  C r o p  P r o t e c t i o n  C o n f e r e n c e - P e s t s  a n d  D i s e a s e s  1 : 1 2 7 - 1 3 2  
W h i p p s ,  J . M . ,  B u d g e ,  S . P . ,  M c Q u i l k e n ,  M . P .  1 9 9 3 .  U s e  o f  C o n i o t h y r i u m  m i n i t a n s  a n d  
G l i o c l a d i u m  v i r e n s  f o r  b i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  o n  g l a s s h o u s e  
l e t t u c e .  A b s t r a c t s  f r o m  t h e  6 t h  I n t e r n a t i o n a l  C o n g r e s s  o f  P l a n t  P a t h o l o g y ,  J u l y / A u g u s t  
1 9 9 3 ,  M o n t r e a l ,  C a n a d a : 5 9  
W i l l e t t s ,  H . J .  1 9 7 8 .  S c l e r o t i u m  f o r m a t i o n .  C h a p t e r  1 0 .  T h e  f i l a m e n t o u s  f u n g i .  V o l  I I I .  
D e v e l o p m e n t a l  m y c o l o g y .  I E .  S m i t h ,  D . R  B e r r y ,  B .  K r i s t i a n s e n  ( E d s ) .  E d w a r d  A r n o l d  
L t d .  
W i l l e t t s ,  H . J . ,  W o n g ,  J . A . L .  1 9 8 0 .  T h e  b i o l o g y  o f  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m ,  S .  t r i f o l i o r u m ,  a n d  
S .  m i n o r  w i t h ·  e m p h a s i s  o n  s p e c i f i c  n o m e n c l a t u r e .  T h e  B o t a n i c a l  R e v i e w  4 6 :  1 0 1 - 1 6 5 ·  
W i l l i a m s ,  G . H . ,  F o l e y ,  A .  1 9 7 6 .  S e a s o n a l  v a r i a t i o n s  i n  t h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  b r a c k e n .  
B o t a n i c a l  J o u r n a l  o f  t h e  L i n n e a n  S o c i e t y  7 3 : 8 7 - 9 3  
W y m o r e ,  L . A . ,  W a t s o n ,  A . K . ,  G o t l i e b ,  A . R  1 9 8 7 .  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  C o l l e t o t r i c h u m  
c o c c o d e s  a n d  t h i d i a z u r o n  f o r  c o n t r o l  o f  v e l v e t l e a f  ( A b u t i l o n  t h e o p h r a s t i ) .  W e e d  S c i e n c e  
3 5 : 3 7 7 - 3 8 3  
W y m o r e ,  L . A . ,  P o i r i e r ,  c . ,  W a t s o n ,  A . K . ,  G o t l i e b ,  A . R  1 9 8 8 .  C o l l e t o t r i c h u m  c o c c o d e s ,  a  
p o t e n t i a l  b i o h e r b i c i d e  f o r  c o n t r o l  o f  v e l v e t l e a f  ( A k u t i l o n  t h e o p h r a s t i ) .  P l a n t  d i s e a s e  7 2  
( 6 ) : 5 3 4 - 5 3 8  
Y a n g ,  X . B . ,  T e B e e s t ,  D . O .  1 9 9 3 .  E p i d e m i o l o g i c a l  m e c h a n i s m s  o f  m y c o h e r b i c i d e  
e f f e c t i v e n e s s .  P h y t o p a t h o l o g y  8 3  ( 9 ) : 8 9 1 - 8 9 3  
Y a n g ,  J . ,  T e w a r i ,  J . P . ,  V e r m a ,  P . R  1 9 9 3 .  C a l c i u m  o x a l a t e  c r y s t a l  f o r m a t i o n  i n  R h i z o c t o n i a  
s o l a n i  A G  2 - 1  c u l t u r e  a n d  i n f e c t e d  c r u c i f e r  t i s s u e :  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  h o s t  c a l c i u m  
a n d  r e s i s t a n c e .  M y c o l o g i c a l  R e s e a r c h  9 7  ( 1 2 ) : 1 5 1 6 - 1 5 2 2  
Y a r w o o d ,  C . E .  1 9 4 6 .  D e t a c h e d  l e a f  c u l t u r e .  T h e  B o t a n i c a l  R e v i e w  1 2 :  1 - 5 6  
I  
I  
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A P P E N D I X  I  
D e s c r i p t i o n  o f  R .  a c r i s  p l a n t s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  
a )  D e f i n i t i o n  o f  t e r m s  u s e d  t o  d e s c r i b e  r e g e n e r a t i o n  i n  R .  a c r i s ;  
C r o w n :  C o m p a c t  s t e m ,  t h i c k ,  d e n s e  a n d  g e n e r a l l y  b e l o w  g r o u n d .  C o n s i s t s  o f  a  v e r y  c o m p a c t  
s e r i e s  o f  n o d e s .  B e a r s  f o l i a g e  l e a v e s  a t  i t s  d i s t a l  e n d ,  a n d  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  a t  i t s  p r o x i m a l  
e n d .  T h i s  o r g a n  h a s  b e e n  t e r m e d  a  s t o c k  ( C l a p h a m  e t  a i . ,  1 9 8 7 ;  G r i m e  e t  a i . ,  1 9 8 8 ) ,  a n d  a  
r h i z o m e  ( H a r p e r ,  1 9 5 7 ;  S a r u k h a n  a n d  H a r p e r ,  1 9 7 3 ;  S a r u k h a n ,  1 9 7 4 ) .  
R e g e n e r a t i v e  s h o o t :  G r o w t h  o f  a n  a x i l l a r y  b u d  a f t e r  i n f e c t i o n  o f  i t s  a s s o c i a t e d  l e a f ,  o r  a f t e r  
d e a t h  o f  t h e  c r o w n  a p e x .  G i v e s  r i s e  t o  l e a v e s  f r o m  a n  a p i c a l  m e r i s t e m .  C a n n o t  b e  d e t a c h e d  a s  
a n  i n d e p e n d e n t  u n i t  a t  t h e  t i m e  o f  o b s e r v a t i o n ,  b u t  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  d e v e l o p  i n t o  a  p l a n t l e t .  
P l a n t l e t :  A  s h o o t  w h i c h  h a s  d e v e l o p e d  s u c h  t h a t  i t  c a n  b e  d e t a c h e d  e a s i l y ,  a n d  i s  a n  
i n d e p e n d e n t ,  a d v e n t i t i o u s l y  r o o t e d  u n i t .  
R e g e n e r a t i v e  l e a f :  I n d i v i d u a l  l e a v e s  p r o d u c e d  a f t e r  i n f e c t i o n  b y  a n  a p i c a l  m e r i s t e m  s i t u a t e d  
e i t h e r  o n  t h e  p a r e n t  p l a n t ,  o n  a  s h o o t ,  o r  o n  a  p l a n t l e t .  
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b) Illustration of plants at different ages . 
® ® 
Plate i: A ten week old plant of R. acris at the vegetative rosette stage. 
(A). Whole plant. 
(B) . Detail of vegetative reproduction . Arrow indicates plantlet. 
® 
© @ 
Plate ii : Three month old plants of R. acris. 
(A). Whole plant at the vegetative rosette stage. 
(B). Detail of vegetative reproduc tion . Arrow indicates plantlet. 
(C) . Plantlet separated from parent plant. 
(D) . Initiation of first flowerin g stem . 
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Plate iii: Six month old plant of R. acris at the vegetative rosette stage. 
(A). Whole plant. 
(B). Bisected crown, after removal of leaves and roots. This was the maximum crown 
size observed in a six month old plant. 
164 
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Plate iv: Two year old plants of R. acris. 
(A) . View of rosette at onset of spring vegetative growth. 
(B). Whole plant at spring vegetative rosette stage. Note that the plant consists of a 
dense cluster of plantlets. 
(C). Plantlets separated from parent plant. 
(0). Plant at peak flowering. Plants may have up to 20 flowering stems, each stem 
bearing a number of leaves and up to 1 metre in height. 
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Plate v: Dairy paddock in the Takaka valley, New Zealand, infested with R. acris. The 
photograph was taken in mid-November, during the peak of flowering. 
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M e a n  l e s i o n  l e n g t h s  o f  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( S )  a n d  S .  m i n o r  ( M )  o n  e x c i s e d  l e a v e s ,  
s t e m s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s  7 2  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  N o t e  t h a t  e a c h  i s o l a t e  w a s  r e p l i c a t e d  
t w i c e  i n  a n  i n c o m p l e t e  r a n d o m i s e d  b l o c k  d e s i g n  c o n s i s t i n g  o f  f o u r  b l o c k s  ( s e c t i o n  2 . 2 . 2 ) .  
I s o l a t e s  w e r e  a r r a n g e d  r a n d o m l y  w i t h i n  e a c h  b l o c k  a s  p r e s e n t e d  b e l o w .  D a t a  a r e  t h e  
m e a n s  o f  f o u r  r e p l i c a t e s .  
B l o c k  1  
I s o l a t e  
S t a n d a r d  S 1 7  
M l  
S I  
S 6  
S 9  
S 1 3  
S 3  
M 2  
S 7  
S I I  
S 1 4  
S 5  
B l o c k  2  
I s o l a t e  
S t a n d a r d  S 1 7  
S 1 3  
S 3  
M 2  
S 7  
S l 1  
S 1 4  
S 5  
S 8  
M 3  
S 1 0  
S 4  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
L e a f  
S t e m  
P e t i o l e  
6 2 . 2  
7 4 . 0  6 8 . 0  
7 . 2  
5 1 . 7  4 0 . 2  
3 4 . 2  
4 8 . 2  
5 4 . 2  
3 4 . 7  7 8 . 7  6 6 . 7  
7 . 7  5 8 . 0  5 2 . 2  
3 1 . 7  
7 6 . 5 .  
7 7 . 5  
4 . 5  
6 3 . 2  
5 4 . 7  
5 5 . 2  
6 7 . 7  
4 9 . 5  
6 . 5  
6 4 . 5  5 6 . 5  
1 2 . 2  
6 5 . 0  4 8 . 7  
3 . 7  4 9 . 0  4 9 . 7  
1 4 . 7  
6 1 . 7  6 2 . 0  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
L e a f  
S t e m  P e t i o l e  
6 6 . 0  
7 9 . 0  8 0 . 0  
5 4 . 0  7 8 . 0  
7 5 . 7  
0 . 0  
5 6 . 2  
5 9 . 5  
5 2 . 2  
6 3 . 0  
5 4 . 7  
2 0 . 5  4 9 . 5  5 9 . 7  
3 9 . 2  4 3 . 7  3 8 . 0  
1 2 . 2  
4 7 . 7  6 0 . 5  
3 . 5  
4 3 . 7  
5 5 . 0  
3 4 . 2  
5 1 . 2  5 8 . 7  
3 6 . 5  
4 2 . 5  4 2 . 0  
0 . 0  3 3 . 7  3 3 . 0  
2 7 . 5  5 8 . 7  4 5 . 5  
I '  
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M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
I s o l a t e  
L e a f  S t e m  
P e t i o l e  
S t a n d a r d  S 1 7  5 0 . 0  6 7 . 5  7 3 . 5  
S 8  
3 9 . 5  6 9 . 0  7 2 . 5  
M 3  3 2 . 5  5 5 . 0  5 7 . 0  
S 1 0  1 8 . 0  
4 4 . 2  4 5 . 5  
S 4  1 8 . 7  
4 7 . 0  5 5 . 0  
S 1 6  
5 4 . 0  4 4 . 5  4 7 . 5  
S 2  
4 3 . 7  6 5 . 7  5 2 . 5  
S 1 9  
5 4 . 0  7 9 . 0  7 9 . 2  
S 1 7  4 3 . 7  
5 0 . 5  6 4 . 5  
S 1 8  
3 5 . 0  5 1 . 2  6 6 . 2  
"  
' " ' \ . "  -
S 1 5  5 . 2  
3 5 . 0  
3 6 . 7  
S 1 2  4 0 . 0  
'  7 1 . 0  
4 8 . 7  
B l o c k  4  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
' I s o l a t e  
L e a f  
S t e m  P e t i o l e  
S t a n d a r d  S 1 7  5 5 . 0  7 0 . 0  
7 3 . 2  
M l  
3 1 . 0  5 4 . 0  4 2 . 2  
S I  1 6 . 0  
5 0 . 2  6 8 . 2  
S 6  3 5 . 2  7 4 . 5  7 2 . 5  
S 9  
2 8 . 7  4 4 . 5  5 4 . 2  
S 1 6  0 . 0  4 1 . 0  
4 3 . 2  
S 2  2 7 . 0  4 3 . 0  
6 0 . 5  
S 1 9  3 4 . 0  
5 2 . 7  6 1 . 2  
S 1 7  
5 9 . 7  5 8 . 2  7 7 . 2  
S 1 8  
3 4 . 2  4 7 . 0  4 7 . 2  
S 1 5  
1 3 . 5  4 3 . 7  5 3 . 7  
S 1 2  
3 8 . 0  4 8 . 7  5 3 . 5  
. " _  .  . c ,  
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A P P E N D I X  I I I  
S o u r c e s  o f  v a r i a t i o n  d u r i n g  i n  v i t r o  p a t h o g e n i c i t y  s c r e e n i n g  o f  i s o l a t e s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  
o n  e x c i s e d  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s .  
I N T R O D U C T I O N  
D u r i n g  i n  v i t r o  p a t h o g e n i c i t y  s c r e e n i n g  o f  i s o l a t e s ,  v a r i a t i o n  c a n  d i s t o r t  t h e  t r u e  p a t h o g e n i c i t y  
o f  e a c h  i s o l a t e .  T h e  i n o c u l u m  u s e d  i n  t h e s e  t e s t s  s h o u l d  b e  s t a n d a r d i s e d  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  
m a x i m u m  p o t e n t i a l  p a t h o g e n i c i t y  o f  e a c h  i s o l a t e  i s  e x p r e s s e d ,  a n d  t o  e n a b l e  d i f f e r e n c e s  
a m o n g  i s o l a t e s  t o  b e  d i s t i n g u i s h e d .  I n  s c r e e n i n g  t e s t s  ( C h a p t e r  2 ) ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  
i n o c u l u m  f r o m  a  t h r e e  d a y  o l d  c o l o n y  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e  S  1 9  p r o d u c e d  l o n g e r  l e s i o n s  
o n  e x c i s e d  t i s s u e s  o f  R .  a c r i s  t h a n  i n o c u l u m  f r o m  a  f i v e  d a y  o l d  c o l o n y  o f  t h e  s a m e  i s o l a t e .  
T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  i n o c u l u m  a g e  c a n  b e  a  s o u r c e  o f  u n w a n t e d  v a r i a t i o n  i n  p a t h o g e n i c i t y .  
C h u n  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  f o u n d  t h a t  i n o c u l u m  f r o m  f i v e  d a y  o l d  c o l o n i e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  
p r o d u c e d  m o r e  s e v e r e  d i s e a s e  o n  e x c i s e d  t i s s u e s  o f  G l y c i n e  m a x  ( L . )  M e r r .  t h a n  i n o c u l u m  
f r o m  e i g h t  a n d  e l e v e n  d a y  o l d  c o l o n i e s .  T h e  f i v e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e  w e r e  c a r r i e d  o u t  
t o  t e s t  f o r  v a r i a t i o n  i n  i n o c u l u m  p a t h o g e n i c i t y  c a u s e d  b y  a g e  o f  i n o c u l u m ,  a n d  a l s o  f o r  
p o s s i b l e  v a r i a t i o n  c a u s e d  b y  c o n d i t i o n s  o f  c o l o n y  g r o w t h .  T h i s  w a s  d o n e  t o  i n d i c a t e  h o w  
i n o c u l u m  p r o d u c t i o n  c a n  b e  s t a n d a r d i s e d  f o r  f u t u r e  w o r k  w i t h i n  t h i s ,  a n d  o t h e r  p r o g r a m m e s .  
M E T H O D S  
P l a n t  m a t e r i a l  w a s  p r e p a r e d ,  i n o c u l a t e d  a n d  i n c u b a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n s  2 . 2 . 1  a n d  2 . 2 . 2  
u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t w i c e  u s i n g  a  s p l i t  p l o t  d e s i g n  i n  
w h i c h  e a c h  t r e a t m e n t  w a s  i n o c u l a t e d  o n t o  f o u r  e x c i s e d  l e a v e s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s .  L e s i o n  
m e a s u r e m e n t s  w e r e  r e c o r d e d  4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  a n d  d a t a  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  
v a r i a n c e .  M e a n s  w e r e  t e s t e d  u s i n g  t h e  u n r e s t r i c t e d  L S D  p r o c e d u r e  ( S a v i l l e ,  1 9 9 0 ) .  
E x p e r i m e n t  1 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  f r o m  d i f f e r e n t  a g e d  c o l o n i e s  
I s o l a t e s  S 3 ,  S 8 ,  S 1 3 ,  S 1 7  a n d  M 2  ( T a b l e  2 . 1 )  w e r e  s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  c e n t r e  o f  9  c m  
d i a m e t e r  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  m a l t  e x t r a c t  a g a r  ( M E A ) ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 5 ° C  w i t h  a  1 2  
h o u r  p h o t o p e r i o d  o f  n e a r - u l t r a  v i o l e t  ( N U V )  a n d  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t ,  e i t h e r  f o r  t h r e e  o r  
f i v e  d a y s .  I n o c u l u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  o u t e r  1 - 2  c m  o f  c o l o n i e s .  E a c h  c o m b i n a t i o n  o f  
i s o l a t e  a n d  c o l o n y  a g e  w a s  a  s i n g l e  t r e a t m e n t .  
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E x p e r i m e n t  2 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  t a k e n  f r o m  d i f f e r e n t  p o i n t s  b e h i n d  t h e  g r o w i n g  
m a r g i n  o f  c o l o n i e s  
I s o l a t e s  S 3 ,  S 8 ,  S l O ,  S 1 2 ,  S 1 3 ,  S 1 9  a n d  M 2  ( T a b l e  2 . 1 )  w e r e  s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  c e n t r e  o f  
1 4  c m  d i a m e t e r  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  M E A  a n d  i n c u b a t e d  f o r  f o u r  d a y s  a t  2 5 ° C  w i t h  a  1 2  
h  p h o t o p e r i o d  o f  N U V  a n d  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t .  I n o c u l u m  w a s  t a k e n  0 . 5 ,  2 ,  4 ,  a n d  6  c m  
f r o m  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  e a c h  c o l o n y .  E a c h  c o m b i n a t i o n  o f  i s o l a t e  a n d  i n o c u l u m  t y p e  w a s  
a  s i n g l e  t r e a t m e n t .  
I n  E x p e r i m e n t s  3 - 5 ,  i s o l a t e s  S 2 ,  S 6 ,  S 1 2 ,  S 1 3  a n d  S 1 7  ( T a b l e  2 . 1 )  w e r e  u s e d .  
E x p e r i m e n t  3 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  f r o m  d i f f e r e n t  r e g i o n s  w i t h i n  c o l o n i e s  
I s o l a t e s  w e r e  s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  e d g e  o f  1 4  c m  d i a m e t e r  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  M E A  a n d  
i n c u b a t e d  f o r  f o u r  d a y s  a t  2 5 ° C  w i t h  c o n s t a n t  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t .  I n o c u l u m  w a s  
r e m o v e d  f r o m  t h r e e  d i s t i n c t  r e g i o n s  w i t h i n  c o l o n i e s .  T h e s e  w e r e  i )  g r o w i n g  m a r g i n ,  i i )  
m y c e l i a l  t h i c k e n i n g ,  a n d  i i i )  s c l e r o t i u m  d e v e l o p m e n t  ( P l a t e  i ) .  E a c h  c o m b i n a t i o n  o f  i s o l a t e  
a n d  i n o c u l u m  t y p e  w a s  a  s i n g l e  t r e a t m e n t .  
E x p e r i m e n t  4 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  g r o w n  u n d e r  e i t h e r  c o n s t a n t  l i g h t  o r  c o n s t a n t  
d a r k  
I s o l a t e s  w e r e  s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  c e n t r e  o f  1 4  c m  d i a m e t e r  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  M E A  a n d  
i n c u b a t e d  f o r  f o u r  d a y s  a t  2 5 ° C  w i t h  e i t h e r  2 4  h  o f  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t  o r  2 4  h  o f  d a r k .  
E a c h  c o m b i n a t i o n  o f  i s o l a t e  a n d  l i g h t  r e g i m e  w a s  a  s i n g l e  t r e a t m e n t .  
E x p e r i m e n t  5 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  g r o w n  o n  P D A ,  V 8 ,  M E A  a n d  C z a p e k  d o x  
a g a r  
I s o l a t e s  w e r e  s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  c e n t r e  o f  9  c m  d i a m e t e r  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  M E A ,  
p o t a t o  d e x t r o s e  a g a r  ( P D A ) ,  V 8  a g a r  a n d  C z a p e c  d o x  a g a r  ( t o  p r o v i d e  a  r a n g e  o f  w i d e l y  u s e d  
m y c o l o g i c a l  m e d i a )  a n d  i n c u b a t e d  f o r  t h r e e  d a y s  a t  2 5 ° C  i n  c o n s t a n t  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  
l i g h t .  E a c h  c o m b i n a t i o n  o f  i s o l a t e  a n d  g r o w t h  m e d i u m  w a s  a  s i n g l e  t r e a t m e n t .  
~.:.-. '.'<',-.-~'.',' - - - ' . - , '  
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R E S U L T S  
E x p e r i m e n t  1 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  f r o m  d i f f e r e n t  a g e d  c o l o n i e s  
T h r e e  d a y  o l d  c o l o n i e s  c o n s i s t e d  o f  a  t h i n  m y c e l i a l  m a t  w h i c h  h a d  g r o w n  t o  t h e  e d g e  o f  P e t r i  
d i s h e s  b u t  h a d  n o t  b e g u n  t o  d e v e l o p  s c l e r o t i a .  I n  f i v e  d a y  o l d  c o l o n i e s ,  m y c e l i u m  a t  t h e  e d g e  
o f  t h e  P e t r i  d i s h  h a d  t h i c k e n e d  a n d  s c l e r o t i u m  d e v e l o p m e n t  h a d  b e g u n .  I n  g e n e r a l ,  i n o c u l u m  
f r o m  t h e  t h r e e  d a y  o l d  c o l o n i e s  p r o d u c e d  l a r g e r  l e s i o n s  t h a n  i n o c u l u m  f r o m  f i v e  d a y  o l d  
c o l o n i e s  ( T a b l e  i ) .  
E x p e r i m e n t  2 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  t a k e n  f r o m  d i f f e r e n t  p o i n t s  b e h i n d  t h e  g r o w i n g  
m a r g i n  o f  c o l o n i e s  
A f t e r  f o u r  d a y s  i n c u b a t i o n ,  m o r p h o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  r e g i o n s  o c c u r r e d  w i t h i n  a l l  c o l o n i e s .  A t  
t h e  g r o w i n g  m a r g i n  t h e  m y c e l i a l  m a t  w a s  t h i n .  T h i s  b e g a n  t o  t h i c k e n  1 - 2  c m  f r o m  t h e  
g r o w i n g  m a r g i n  t o  f o r m a  d i s t i n c t  b a n d  o f  t h i c k ,  w h i t e  m y c e l i u m  a c r o s s  t h e  c o l o n y ,  v a r y i n g  
i n  w i d t h .  O c c a s i o n a l l y  w i t h i n  t h i s  b a n d  o f  t h i c k e n i n g ,  t h e  m y c e l i a l  m a t  a g g r e g a t e d  i n t o  
s c l e r o t i u m  i n i t i a l s ,  f o r m i n g  m a t u r e  s c l e r o t i a .  T h e  m a j o r i t y  o f  s c l e r o t i a  d e v e l o p e d  a d j a c e n t  t o  
t h e  e d g e  o f  t h e  P e t r i  d i s h .  I m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  t h e  s i t e  w h e r e  t h e  c o l o n y  w a s  o r i g i n a l l y  
s u b c u l t u r e d ,  t h e  m y c e l i a l  m a t  w a s  f l a t  a n d  g r e y  i n  c o l o u r .  L e s i o n  l e n g t h  t e n d e d  t o  d e c r e a s e  a s  
i n o c u l u m  w a s  r e m o v e d  f r o m  a n  i n c r e a s i n g  d i s t a n c e  b e h i n d  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  c o l o n i e s  
( T a b l e  i i ) .  
E x p e r i m e n t  3 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  f r o m  d i f f e r e n t  r e g i o n s  w i t h i n  c o l o n i e s  
I n  g e n e r a l ,  i n o c u l u m  f r o m  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  p r o d u c e d  t h e  l o n g e s t  l e s i o n s ,  a n d  i n o c u l u m  
f r o m  t h e  r e g i o n  o f  s c l e r o t i u m  d e v e l o p m e n t  p r o d u c e d  t h e  s h o r t e s t  l e s i o n s  ( T a b l e  i i i )  ( P l a t e  i i ) .  
E x p e r i m e n t  4 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  g r o w n  u n d e r  e i t h e r  c o n s t a n t  l i g h t  o r  c o n s t a n t  
d a r k  
L i g h t  r e g i m e  d u r i n g  g r o w t h  o f  i n o c u l u m  h a d  n o  e f f e c t  o n  l e s i o n  l e n g t h  ( T a b l e  i v ) .  
E x p e r i m e n t  5 .  P a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  g r o w n  o n  P D A ,  V 8 ,  M E A  a n d  C z a p e k  d o x  
a g a r  
I n o c u l u m  g r o w n  o n  C z a p e k  d o x  a g a r  t e n d e d  t o  p r o d u c e  s h o r t e r  l e s i o n s  t h a n  i n o c u l u m  g r o w n  
o n  M E A ,  P D A  o r  V 8  a g a r  ( T a b l e  v ) .  N o  d i f f e r e n c e s  i n  l e s i o n  l e n g t h  o c c u r r e d  b e t w e e n  
. . . •  , . ,  . .  , "  " - " ' : - . , .  
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i n o c u l u m  g r o w n  o n  t h e  o t h e r  m e d i a .  
D I S C U S S I O N  
I n o c u l u m  f r o m  t h r e e  d a y  o l d  c o l o n i e s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  w a s  m o r e  p a t h o g e n i c  o n  e x c i s e d  
l e a v e s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s  t h a n  f i v e  d a y  o l d  i n o c u l u m  ( T a b l e  i ) .  C h u n  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  
r e p o r t e d  s i m i l a r  f i n d i n g s  w h e n  t e s t i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o f  G .  m a x  t o  S c l e r o t i n i a  s p p .  I n  t h e  
p r e s e n t  s t u d y ,  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  s c l e r o t i u m  i n i t i a t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  
o c c u r r e d  i n  t h e  m y c e l i a l  m a t  a s  c o l o n i e s  g r e w  r a d i a l l y  ( P l a t e  i ) .  S e v e r a l  a u t h o r s  h a v e  s t u d i e d  
m y c e l i a l  a n d  s c l e r o t i a l  d e v e l o p m e n t  i n  c o l o n i e s  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  W i l l e t t s  ( 1 9 7 8 )  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  h y p h a l  a p i c e s  a t  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  r e s t r a i n  t h e  g r o w t h  o f  l a t e r a l  o r  a e r i a l  h y p h a l  
b r a n c h e s .  T h e  l a t t e r  a r e  r e l e a s e d  w h e n  c h e m i c a l  o r  m e c h a n i c a l  b a r r i e r s  r e s t r i c t  r a d i a l  g r o w t h .  
T h e  e d g e  o f  t h e  P e t r i  d i s h  a c t s  a s  a  m e c h a n i c a l  b a r r i e r  a n d  s c l e r o t i a  a r e  f o r m e d  t h e r e .  
S c l e r o t i u m  d e v e l o p m e n t  b e h i n d  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  m a y  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  a c c u m u l a t i o n  i n  
t h e  m e d i u m  o f  o r g a n i c  a c i d s  p r o d u c e d  b y  m e t a b o l i s i n g  f u n g a l  h y p h a e .  T h e s e  " a c i d - s t a l i n g "  
p r o d u c t s  l o w e r  t h e  p H  o f  t h e  m e d i u m  a n d  i n d u c e  m o r p h o g e n e t i c  c h a n g e s  i n  t h e  h y p h a e  w h i c h  
s t i m u l a t e  s c l e r o t i u m  f o r m a t i o n  ( B e d i ,  1 9 5 8 ;  H u m p h e r s o n - J o n e s  a n d  C o o k e ,  1 9 7 7 ) .  
T h e  l e s s e r  p a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  f r o m  r e g i o n s  o f  s c l e r o t i u m  d e v e l o p m e n t  ( T a b l e  i i i )  m a y  
h a v e  b e e n  d u e  t o  a  r e d u c e d  p h y s i o l o g i c a l  c a p a b i l i t y  f o r  a p p r e s s o r i a  a n d  i n f e c t i o n  h y p h a e  
d e v e l o p m e n t  b e c a u s e  o f  t h e  a c t i v e  b r a n c h i n g  o f  a e r i a l  h y p h a e  a t  t h i s  t i m e  ( W i l l e t t s ,  1 9 7 8 ) .  
L u m s d e n  a n d  D o w  ( 1 9 7 3 )  f o u n d  t h a t  h y p h a e  a t  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  t h r e e  d a y  o l d  c o l o n i e s  
o f  S .  s c l e r o t i o r u m  w e r e  l a r g e r  i n  d i a m e t e r  t h a n  h y p h a e  b o t h  a t  t h e  c o l o n y  c e n t r e ,  a n d  a t  t h e  
m a r g i n  o f  e i g h t  d a y  o l d  c o l o n i e s .  T h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  d i f f e r e n c e s  o c c u r  i n  t h e  
m o r p h o l o g y  a n d  p h y s i o l o g y  o f  h y p h a e  i n  c u l t u r e .  T h i s  c o u l d  a f f e c t  t h e i r  i n f e c t i v e  c a p a b i l i t y .  
I n  a d d i t i o n ,  p a t h o g e n i c i t y  o f  S c l e r o t i n i a  s p p .  i s  a f f e c t e d  b y  t h e  n u t r i t i o n a l  s t a t u s  o f  t h e  f o o d  
b a s e  ( L u m s d e n ,  1 9 7 9 ) .  M e d i a  a t  t h e  c o l o n y  m a r g i n  w i l l  h a v e  a  h i g h e r  n u t r i e n t  s t a t u s  w i t h  
w h i c h  t o  s u p p o r t  f u n g a l  r e q u i r e m e n t s  f o r  i n f e c t i o n  a n d  p a t h o g e n e s i s  t h a n  m e d i a  w h i c h  h a v e  
b e e n  s u p p o r t i n g  g r o w t h  o f  t h e  f u n g u s  f o r  s o m e  t i m e .  T h i s  m a y  h a v e  b e e n  a  f a c t o r  
c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  g r e a t e r  p a t h o g e n i c i t y  o f  i n o c u l u m  f r o m  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  c o l o n i e s  i n  
t h i s  s t u d y  ( T a b l e s  i i ,  i i i ) .  I n o c u l u m  g r o w n  o n  C z a p e k  d o x  a g a r  w a s  l e a s t  p a t h o g e n i c  ( T a b l e  v )  
p r o b a b l y  b e c a u s e  i t  i s  a n  i n o r g a n i c  m e d i u m  a n d  o f  l o w e r  n u t r i e n t  s t a t u s  t h a n  M E A ,  P D A  o r  
V 8  a g a r .  
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During these tests, and during the screening tests (Chapter 2), infection and lesion size on 
excised leaves of R. acris were more variable than on petioles (Appendix II). This was 
probably due to inoculating the intact surface of the leaf, whereas the cut end of each petiole 
was inoculated. The leaf cuticle, which acts as a barrier to fungal penetration, may create an 
additional source of variability. Chun et al. ( 1987) also observed variability in infection and 
lesion size of S. sclerotiorum on excised G. max stems, and found that variability could be 
reduced by inoculating directly onto the cut stem apex rather than the leaf axil. 
These studies indicate that within individual colonies of Sclerotinia spp., the thickening of the 
mycelial mat, and development of sclerotia as the mycelial mat ages, corresponds with a 
decline in inoculum pathogenicity. Therefore, the following recommendations are made for 
maximising potential pathogenicity and reducing variation during pathogenicity testing. 
Colonies should be grown on nutrient rich media and inoculum removed from the outer 1-2 
cm of the colony margin where the mycelial mat is thin and actively growing. For excised 
tissue tests, standardising the age of plant tissue and inoculating a cut surface may also assist 
in reducing unwanted variation. 
Plate i: Isolate S6 grown on MEA for four days, illustrating regions of growing margin 
(1), mycelial thickening (2) and sclerotium development (3). 
® 
® 
Plate ii: Lesions produced on excised leaves and petioles of R. acris 48 hours after 
inoculation with isolate S6. 
(A). Inoculum from the growing margin. 
(B). Inoculum from region of sclerotium development. 
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T a b l e  i :  E f f e c t  o f  c o l o n y  a g e  o n  l e s i o n  l e n g t h  o n  e x c i s e d  l e a v e s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s  4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n  
w i t h  i s o l a t e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( S )  a n d  S .  m i n o r  ( M ) .  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
I s o l a t e  
C o l o n y  a g e  ( d a y s )  
L e a v e s  
P e t i o l e s  
S 1 7  3  4 1 . 2  
5 7 . 0  
5  2 8 . 0  
5 3 . 5  
S 3  
3  
1 0 . 5  
4 3 . 0  
5  
0 . 0  
2 3 . 2  
M 2  3  4 0 . 5  4 0 . 0  
5  2 7 . 2  3 2 . 7  
S 8  3  3 5 . 5  4 8 . 5  
5  
1 0 . 7  
1 7 . 0  
S 1 3  3  2 6 . 7  4 1 . 0  
5  2 6 . 0  
2 5 . 7  
L S D "  ( P < 0 . 0 5 )  
8 . 5  
L S D  ( P < O . O l )  l l . 5  
" I n  t h i s  a n d  t a b l e  I V ,  l e a v e s  a n d  p e t I O l e s  w e r e  a n a l y s e d  t o g e t h e r .  T h e r e f o r e  t h e  L S D ' s  s h o w n  a r e  f o r  a l l  
c o m p a r i s o n s .  
I  
T a b l e  i i :  E f f e c t  o f  i n o c u l u m  t a k e n  0 . 5 ,  2 ,  4  a n d  6  c m  f r o m  t h e  g r o w i n g  m a r g i n  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( S )  a n d  S .  
m i n o r  ( M )  c o l o n i e s  o n  l e s i o n  l e n g t h  o n  e x c i s e d  l e a v e s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s ,  4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  
I s o l a t e  
S I 7  
S 3  
M 2  
S 1 3  
S 6  
S 8  
S 1 2  
D i s t a n c e  f r o m  g r o w i n g  m a r g i n  
( e m )  
0 . 5  
2  
4  
6  
0 . 5  
2  
4  
6  
0 . 5  
2  
4  
6  
0 . 5  
2  
4  
6  
0 . 5  
2  
4  
6  
0 . 5  
2  
4  
6  
0 . 5  
2  
4  
6  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  =  1 0 . 2  
L S D  ( P < O . O l )  =  1 3 . 3  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
L e a v e s  P e t i o l e s  
4 6 . 5  
4 5 . 5  
5 0 . 5  
3 9 . 7  
3 9 . 0  
4 0 . 2  
1 1 . 0  
9 . 5  
3 3 . 2  
3 9 . 0  
2 9 . 2  
2 8 . 7  
3 6 . 2  
2 3 . 5  
1 4 . 2  
5 . 7  
4 4 . 5  
1 2 . 0  
9 . 0  
0 . 0  
4 6 . 7  
3 2 . 5  
2 5 . 0  
1 3 . 2  
4 8 . 7  
3 0 . 2  
0 . 0  
4 . 5  
6 4 . 0  
6 2 . 5  
6 3 . 2  
6 6 . 2  
6 3 . 2  
5 9 . 0  
4 9 . 0  
3 0 . 2  
4 9 . 5  
4 0 . 5  
3 7 . 0  
3 5 . 2  
4 5 . 0  
2 4 . 0  
1 6 . 5  
2 0 . 2  
6 7 . 2  
4 3 . 2  
2 1 . 7  
1 6 . 7  
6 1 . 7  
5 0 . 7  
4 9 . 5  
4 7 . 0  
4 7 . 0  
5 0 . 0  
3 7 . 7  
4 1 . 0  
1 7 6  
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T a b l e  i i i :  T h e  e f f e c t  o f  i n o c u l u m  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  r e g i o n s " ;  1 .  g r o w i n g  m a r g i n ,  2 .  m y c e l i a l  t h i c k e n i n g ,  3 .  
s c l e r o t i u m  d e v e l o p m e n t ,  w i t h i n  c o l o n i e s  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  o n  l e s i o n  l e n g t h  o n  e x c i s e d  l e a v e s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  
a c r i s  4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m r n )  
I s o l a t e  
I n o c u l u m  s o u r c e '  L e a v e s  P e t i o l e s  
S 6  
4 6 . 5  7 0 . 1  
2  2 7 . 1  4 8 . 7  
3  
1 1 . 1  3 7 . 5  
S 1 3  
5 8 . 4  7 1 . 5  
2  
3 9 . 0  5 9 . 0  
3  
1 9 . 0  4 4 . 6  
S 2  
4 4 . 5  
6 9 . 2  
2  
2 4 . 6  4 0 . 9  
3  
1 7 . 5  3 8 . 0  
S 1 7  
5 8 . 7  
7 3 . 7  
2  
4 4 . 1  6 5 . 6  
3  
3 9 . 0  
5 6 . 4  
S 1 2  
2 1 . 1  
6 5 . 2  
2  
2 2 . 0  
3 4 . 6  
3  
1 3 . 2  
2 8 . 6  
L S D
b  
( P < 0 . 0 5 )  
1 2 . 3  
b L S D  f o r  c o m p a r i n g  i n o c u l u m  t y p e  f o r  t h e  s a m e  l e v e l s  o f  i s o l a t e  a n d  t i s s u e  t y p e .  
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T a b l e  i v :  T h e  e f f e c t  o f  l i g h t  r e g i m e  d u r i n g  g r o w t h  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l u m  o n  l e s i o n  l e n g t h  o n  e x c i s e d  
l e a v e s  a n d  p e t i o l e s  o f  R .  a c r i s  4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
I s o l a t e  L i g h t  r e g i m e  
L e a v e s  P e t i o l e s  
S 6  
L i g h t  
4 3 . 7  
6 3 . 5  
D a r k  
4 3 . 9  
6 5 . 5  
S 1 3  
L i g h t  
4 9 . 2  
6 3 . 9  
D a r k  
4 8 . 4  
6 4 . 0  
S 2  
L i g h t  
2 9 . 1  6 3 . 6  
D a r k  2 8 . 6  6 5 . 9  
S 1 7  
L i g h t  
5 3 . 5  7 2 . 5  
D a r k  4 9 . 0  7 0 . 6  
S 1 2  
L i g h t  3 5 . 2  
5 7 . 6  
D a r k  2 5 . 9  
6 4 . 7  
L S D '  
( P < 0 . 0 5 )  1 6 . 6  
" L S D  f o r  c o m p a r i n g  l i g h t  r e g i m e  f o r  t h e  s a m e  l e v e l s  o f  i s o l a t e  a n d  t i s s u e  t y p e .  
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T a b l e  v :  T h e  e f f e c t  o f  g r o w t h  m e d i u m  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  i n o c u l u m  o n  l e s i o n  l e n g t h  o n  e x c i s e d  a n d  p e t i o l e s  o f  
R .  a c r i s ,  4 8  h  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  
I s o l a t e  
G r o w t h  m e d i u m  
S 6  
M E A  
P D A  
V S  
C z a p e c  d o x  
S 1 3  
M E A  
P D A  
V S  
C z a p e c  d o x  
S 2  
M E A  
. P D A  
V S  
C z a p e c  d o x  
S 1 7  
M E A  
P D A  
V 8  
C z a p e c  d o x  
S 1 2  
M E A  
P D A  
V S  
C z a p e c  d o x  
L e a v e s  
3 2 . 6  
3 8 . 2  
3 3 . 0  
2 1 . 7  
4 3 . 8  
3 9 . 6  
3 6 . 1  
2 8 . 6  
3 4 . 1  
2 1 . 9  
3 2 . 4  
1 5 . 1  
4 4 . 4  
3 6 . 2  
3 0 . 0  
1 5 . 0  
3 1 . 7  
3 7 . 5  
4 0 . 6  
2 2 . 4  
a  L S D  f o r  c o m p a r i n g  g r o w t h  m e d i u m  f o r  s a m e  l e v e l s  o f  i s o l a t e  a n d  t i s s u e  t y p e .  
M e a n  l e s i o n  l e n g t h  ( m m )  
L S D '  ( P < 0 . 0 5 )  1 1 . 3  
P e t i o l e s  
5 7 . 5  
6 7 . 2  
5 8 . 1  
3 8 . 1  
5 7 . 7  
6 4 . 2  
5 6 . 6  
4 S . I  
6 4 . 4  
5 4 . 1  
5 6 . 1  
4 5 . 1  
5 S . 2  
6 2 . 1  
5 7 . 5  
4 1 . 5  
5 7 . 4  
5 5 . 1  
5 7 . 0  
4 6 . 0  
I  ~ 
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A P P E N D I X  I V  
T h e  e f f e c t  o f  f i v e  h e r b i c i d e s  o n  t h e  i n  v i t r o  g r o w t h  o f  S .  s c l e r o t i o r u m .  
M E T H O D S  
F i v e  h e r b i c i d e s  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  S .  s c l e r o t i o r u m  b y  a s s e s s i n g  c o l o n y  
g r o w t h  o n  a  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  h e r b i c i d e .  T h e  h e r b i c i d e s  w e r e  a d d e d  t o  p o t a t o  d e x t r o s e  
a g a r  ( P D A )  a t  r a t e s  e q u i v a l e n t  t o  Y 2  a n d  1 , 4  o f  t h e  r e c o m m e n d e d  f i e l d  r a t e .  T h e  h e r b i c i d e s  
u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  ( c o m m e r c i a l  n a m e  a n d  r e c o m m e n d e d  f i e l d  r a t e  i n  p a r e n t h e s e s )  w e r e ;  
M C P A  ( 2  k g  a . i . / h a ) ,  M C P B  ( 2 . 4  k g  a . i . / h a ) ,  c h l o r s u l f u r o n  ( G l e a n ,  1 5  g  a . i . / h a ) ,  g l y p h o s a t e  
( R o u n d u p ,  0 . 5 k g  a . i . / h a )  a n d  b e n t a z o n e  ( B a s a g r a n ,  l k g  a . i . / h a ) .  P D A  a l o n e  s e r v e d  a s  t h e  
c o n t r o l  t r e a t m e n t .  S c l e r o t i n i a  s c l e r o t i o r u m  i s o l a t e  S  1 3  w a s  s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  c e n t r e  o f  9  
c m  d i a m e t e r  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  t h e  h e r b i c i d e - s u p p l e m e n t e d  P D A ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 5  D C  
w i t h  a  1 2  h  p h o t o p e r i o d  o f  n e a r - u l t r a  v i o l e t  ( N V V )  a n d  d a y l i g h t - f l u o r e s c e n t  l i g h t .  A f t e r  2 4  h  
i n c u b a t i o n ,  c o l o n y  d i a m e t e r  w a s  r e c o r d e d .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t w i c e  u s i n g  a  
r a n d o m i s e d  b l o c k  d e s i g n  w i t h  t e n  r e p l i c a t e s .  C o l o n y  d i a m e t e r  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  a n a l y s i s  o f  
v a r i a n c e .  
R E S U L T S  
C h l o r s u l f u r o n  a d d e d  t o  P D A  a t  Y 2  a n d  1 , 4  o f  t h e  r e c o m m e n d e d  f i e l d  r a t e  d i d  n o t  a f f e c t  c o l o n y  
g r o w t h  o f  S .  s c l e r o t i o r u m  ( T a b l e  i ) .  A l l  o t h e r  h e r b i c i d e s  i n h i b i t e d  c o l o n y  g r o w t h  a t  b o t h  r a t e s .  
T a b l e  i :  E f f e c t  o f  f i v e  h e r b i c i d e s  a d d e d  t o  P D A  a t  Y 2  a n d  1 , 4  f i e l d  r a t e  o n  c o l o n y  d i a m e t e r  o f  
S .  s c l e r o t i o r u m .  
H e r b i c i d e  
M C P A  
M C P B  
C h l o r s u l f u r o n  
G l y p h o s a t e  
B e n t a z o n e  
C o n t r o l  
L S D  ( P < 0 . 0 5 )  
C o l o n y  d i a m e t e r  ( m m )  a f t e r  2 4  h o u r s  
Y 2  x  f i e l d  r a t e  
0 . 0  
0 . 0  
2 6 . 9  
4 . 4  
0 . 9  
2 7 . 0  
1 . 6  
' , 4  x  f i e l d  r a t e  
0 . 0  
0 . 0  
2 8 . 0  
5 . 4  
4 . 0  
2 7 . 4  
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.  E f f e c t  o f  c h l o r s u l f u r o n  p r e - t r e a t m e n t  o n  g r o w t h  o f  t h e  y o u n g e s t  l e a f  o f  R .  a c r i s .  
M E T H O D S  
S e e  s e c t i o n  3 . 2 . 5 .  
R E S U L T S  
C h l o r s u l f u r o n  r e d u c e d  ( P < O . O l )  t h e  t o t a l  g r o w t h  o f  t h e  y o u n g e s t  l e a f  d u r i n g  t h e  f i r s t  1 0  d a y s  
a f t e r  s p r a y i n g  ( D A S )  ( T a b l e  i i ) .  T h e  y o u n g e s t  l e a v e s  o f  c h l o r s u l f u r o n - t r e a t e d  p l a n t s  h a d  
d e v e l o p e d  s y m p t o m s  o f  s t u n t i n g  a n d  c h l o r o s i s  b y  1 0  D A S .  B y  3 8  D A S ,  g r o w t h  o f  t h e  
y o u n g e s t  s h o o t s  h a d  a l m o s t  c e a s e d  i n  n o n - i n o c u l a t e d  p l a n t s  p r e - t r e a t e d  w i t h  c h l o r s u l f u r o n ,  b u t  
t h e s e  p l a n t s  w e r e  n o t  k i l l e d  a n d  e v e n t u a l l y  r e c o v e r e d .  T h e r e f o r e ,  c h l o r s u l f u r o n  w a s  u s e d  a s  a n  
i n h i b i t o r  o f  r e g e n e r a t i v e  g r o w t h  o f  R .  a c r i s  i n  E x p e r i m e n t  4 ,  C h a p t e r  3 .  
T a b l e  i i :  E f f e c t  o f  c h l o r s u l f u r o n  o n  t h e  t o t a l  g r o w t h  o f  t h e  y o u n g e s t  l e a f  o f  R .  a c r i s  t e n  d a y s  
a f t e r  s p r a y i n g  ( D A S ) .  
+  C h l o r s u l f u r o n  
- C h l o r s u l f u r o n  
L S D  ( P < O . O l )  
L e a f  g r o w t h  ( m m )  
2 7 . 6  
4 9 . 3  
1 9 . 5  
!  .  
i - - -
I " ·  .  
!  
1 8 2  
A P P E N D I X  V  
S t a r c h  a n a l y s i s .  
M E T H O D S  
E i g h t  R .  a c r i s  c r o w n s  w e r e  a s s a y e d  f o r  s t a r c h  i n  a d d i t i o n  t o  a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e .  C r o w n s  
f r o m  t h r e e  m o n t h  o l d  v e g e t a t i v e  p l a n t s ,  s i x  m o n t h  o l d  e a r l y - p e a k  a n d  l a t e - f l o w e r i n g  p l a n t s ,  
a n d  t w o  y e a r  o l d  f l o w e r i n g  p l a n t s ,  w e r e  a s s a y e d  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  s t a r c h  i n  t h e  c r o w n  
a v a i l a b l e  c a r b o h y d r a t e  p o o l  w a s  d e t e r m i n e d .  
C r o w n  s a m p l e s  w e r e  a s s a y e d  f o r  s t a r c h  u s i n g  t h e  U V  - m e t h o d  t e s t  k i t  s u p p l i e d  b y  B o e r i n g e r  
M a n n h e i m  G m b H .  S a m p l e s  w e r e  s o l u b i l i s e d  f i r s t  a s  f o l l o w s :  C r o w n s  w e r e  g r o u n d  t o  a  f i n e  
h o m o g e n o u s  p o w d e r .  S a m p l e s  0 0 0  m g )  w e r e  w e i g h e d  i n t o  1 0 0  m l  E r l e n m e y e r  f l a s k s  a n d  2 0  
m l  o f  d i m e t h y l s u l p h o x i d e  a n d  5  m l  o f  h y d r o c h l o r i c  a c i d  ( 8  m o l l l i t r e )  a d d e d .  F l a s k s  w e r e  
i n c u b a t e d  i n  a  6 0 ° C  s h a k i n g  w a t e r  b a t h  f o r  o n e  h o u r ,  t h e n  q u i c k l y  c o o l e d  t o  r o o m  
t e m p e r a t u r e  a n d  3 0  m l  o f  n a n o p u r e  w a t e r  a d d e d .  T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  4 - 5  b y  a d d i n g  4 . 8  
m l  o f  8  m o l l l  s o d i u m  h y d r o x i d e  a n d  a p p r o x i m a t e l y  1 0 - 1 2  d r o p s  o f  1  m o l l l  N a O H .  T h e  
s o l u t i o n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  1 0 0  m l  v o l u m e t r i c  f l a s k s  a n d  m a d e  u p  t o  t h e  m a r k  w i t h  w a t e r .  
F o r  s t a r c h  d e t e r m i n a t i o n ,  0 . 1  m l  o f  e a c h  s o l u t i o n  w a s  p i p e t t e d  i n t o  a  p l a s t i c  c u v e t t e  w i t h  a  1  
c m  l i g h t  p a t h ,  a n d  0 . 2  m l  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a m y l o g l u c o s i d a s e  a n d  c i t r i c  a c i d  b u f f e r  ( p H  
4 . 6 )  i n  6  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  a d d e d .  T h e  c u v e t t e s  w e r e  s h a k e n  a n d  i n c u b a t e d  a t  5 5 - 6 0 ° C  f o r  1 5  
m i n u t e s .  T h e n ,  1  m l  o f  a  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  t r i e t h a n o l a m i n e  b u f f e r  ( p H  7 . 6 ) ,  N A D P  ( 7 5  m g ) ,  
A T P  ( 1 9 0  m g )  a n d  m a g n e s i u m  s u l p h a t e  i n  2 7  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  a d d e d ,  p l u s  1  m l o f  
n a n o p u r e  w a t e r .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  m i x e d ,  l e f t  t o  s t a n d  f o r  3  m i n u t e s ,  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  
t h e  c u v e t t e  r e a d  a t  3 4 0  n m  a g a i n s t  w a t e r .  T h e n  0 . 0 2  m l  o f  a  s u s p e n s i o n  o f  h e x o k i n a s e  a n d  
g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  s o l u t i o n s  m i x e d  t h o r o u g h l y .  A f t e r  1 0 -
1 5  m i n u t e s ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  e a c h  c u v e t t e  w a s  r e a d  a g a i n .  A  r e a g e n t  b l a n k  w a s  d e t e r m i n e d  
b y  r e p l a c i n g  0 . 1  m l  o f  e a c h  s a m p l e  w i t h  0 . 1  m l  o f  n a n o p u r e  w a t e r .  T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  a b s o r p t i o n  r e a d i n g s  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  r e a g e n t  b l a n k  a n d  t h e  
s a m p l e .  T h e  a b s o r p t i o n  d i f f e r e n c e  o f  t h e  r e a g e n t  b l a n k  w a s  t h e n  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  
a b s o r p t i o n  d i f f e r e n c e  o f  t h e  s a m p l e .  T h e  v a l u e  o b t a i n e d  w a s  m u l t i p l i e d  b y  0 . 5 9 7 0  t o  
- ' ,  . .  _ ; " ,  
1 8 3  
d e t e n n i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s t a r c h  ( g i l )  i n  t h e  v o l u m e t r i c  f l a s k .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  s t a r c h  i n  
t h e  s a m p l e  w a s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  
e q u a t i o n :  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s t a r c h  i n  v o l u m e t r i c  f l a s k  ( g i l )  
%  s t a r c h  =  W e i g h t  o f  s a m p l e  x  1 0  
R E S U L T S  
O f  t h e  e i g h t  c r o w n s  a s s a y e d ,  s t a r c h  c o n s t i t u t e d  a n  a v e r a g e  o f  6 1  %  o f  t h e  t o t a l  a v a i l a b l e  
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REGENERATION SITES OF RANUNCULUS ACRIS ARE THE 
TARGET FORSCLEROTINIA SCLEROTIORUM, 
A POTENTIAL MYCOlIERBICIDE 
S. GREEN', D.J. SAVILLEb, G.W. BOURDOT', I.C. HARVEyb, 
R.J. FIELD' and R.C. CLOSE' 
"Department of Plant Science, PO Box 84, Lincoln University 
bAgResearch, PO Box 60, Lincoln 
SUMMARY 
Plants ofthe perennial weed, giant buttercup (Rammcl//I/s acris L.), 
were inoculated with an isolate of Sclerotinia sclerotionlm and the 
influence of the following treatments were determined; i} plant size, ii) 
wounding at inoculation site and iii) position of inoculum placement 
relative to the plant's regeneration reserves in the crown. Disease level 
and plant mortality 21 days after inoculation were measured. Small 
plants were most susceptible and large plants least susceptible to the 
pathogen. Wounding the crown had no effec!. Disease levels and 
mortality were higher in plants inoculated near the apex of the crown 
than near its base. It is concluded that application of inoculum to ensure 
initial and rapid infection of the crown apex is important in determining 
the efficacy of S. sclerotionlm as a mycoherbicide for control of giant 
buttercup. 
Keywords: giant buttercup, Sclerotinia sclerotionlm, mycoherbicide 
INTRODUCTION 
Giant buttercup (Rammcl//lls acris L.) is a serious weed in a number of dairying 
regions in New Zelllllnd. Cllltle nvoid ellting it so tlmt it invndes pustures nt the expense 
of grasses and clovers, and reduces productivity. Tolerance to the chemical herbicides 
MCPA and MCPB (Bourdot and Hurrell (988) has prompted the search for alternative 
methods of control (Bourdot and Harvey 11)1)2). Over the past 20 years there has been 
increasing interest in the use offungi ns biological control ugents of weeds using the 
mycoherbicide approach. Mycoherbicides can be defined as plant pathogenic fungi 
developed and used inundatively to control weeds in the way chemical herbicides are 
used (Charudattan 1991). Pathogenicity ofSclemtinia sclerotinnlln to a large number 
ofimportant crop plants has previously deterred its use in biological control systems. 
However, host range, and the ability to spread to non-target plants may be reduced by 
the use of new strains selected using recently developed biotechnological techniques. 
This will improve the potential of Sclerotinia spp. in biological weed control (Miller 
et al. 1989). 
Previous experiments in which giant buttercup plants have been inoculated with 
S. sclerotiorum have shown that it has a large capacity for regrowth post-infection, 
with regeneration occurring from the apical region and also from axillary buds. All of 
these regeneration sites are situated in the crown at the base of the plant. Observations 
from these studies show that recovery after infection is dependent on the presence of 
some remaining healthy crown tissue, and will occur even after extensive necrosis of 
the roots and shoots. This paper describes an experiment to determine how plant size, 
wounding at the site ofinoculation, and site of inoculation relative to the apical region 
of the crown, affect disease progression and plant mortality in giant buttercup plants 
inoculated with an isolate of S. sclerotiorum. 
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METHODS 
The inoculum used in the experiment was air-dried kibbled wheat infested with 
isolate S 13 of S. sclerotionlm, originally isolated from squash (Harvey, pers. comm). 
Three sizes ofplnnts, small, medium and large, were used, with 40 plants in each size 
category. All plants were grown in a glasshouse prior to the experiment. The small 
plants were 3 months old and grown in 70 mm diameter pots which restricted growth. 
They had small crowns. Medium plants were 3 months old but grown in 125 mm 
diameter pots which allowed development of a greater amount of foliage and crown 
tissue. Large plants were 6 months old, grown in 125 mm diameterpots and had a dense 
rosette ofleaves around a large crown which often protruded several em above the soil 
level. All inoculations were carried out by placing a single grain ofinoculum (2-3 mm 
in length) adjacent to the crown at the petiole base of each ofthree leaves per plan!. Ten 
plants from each size category were inoculated either on the upper or lower leaves, 
with and without wounding ofthe inoculation site. The plants were inoculated either 
at the petiole base of the three youngest leaves, around the apical region of the crown, 
or at the petiole base of the three oldest leaves, at the base ofthe crown. The wounding 
was carried out by making a small incision into the crown (approximately 2 mm deep, 
0.5 mm wide and 3 mm long) at the petiole base using a sharp scalpel blade. Inoculum 
was placed adjacent to this wound. 
The experimental design was a split plot incorporating plant size (small, medium, 
large) as the'main plot treatment factor, and wounding (plus, minus) and inoculation 
position (lower, upper'leaves) as the sub-plot treatment factors. Main plots were 
ammgcd in a mndomised block design, with ten replicates. 
Plants were misted with water prior to and immediately after inoculation. All 
plants were incubated for the duration of the experiment in a glasshouse, under a 
misting unit which maintained almost constant leaf wetness using an electronic "wet 
lear' sensor device connected to the misting supply. The glasshouse had supplemen-
tary lighting for a 12 h daylength and the temperature was maintained between 17 and 
22°C. The experiment was c .. rried out in September, before the onset of nowering. 
I>iseuse ussessment 
Disease progression on each plant was assessed daily for the first 7 days of the 
experiment, and then at 9, 12, 14 and 21 days after inoculation (DAI) using the 0-7 scale 
disease index described helow. 
o '" No dise;Ise 
I = Brown, water-soaked lesion on petiole base immediately surrounding site of 
inoculation. 
2 = Lesion completely encircling infected petiole bases.lnfected petiole losing 
rigidity. 
3 = As in 2 plus some necrosis ofleaflaminae. 
4 = Necrosis and total loss of rigidity of all petioles. Necrosis on less than 50% of 
leaf laminae. 
5 = As in 4 plus necrosis of over 75% of leaf laminae. 
6 = Entire plant collapsed and withered. All tissue completely or almost com-
pletely necrotic/chlorotic. Crown potentially viable. 
7 = Plant dead (crown completely rotten). 
At 21 DAI all plants were harvested and the percentage area of infected crown 
tissue was determined by visual examination after slicing the crowns in half. The fresh 
weight of each plant was recorded and plants were then dried in an oven at 70°C for 
4 days. Oven dry weights were recorded and percentage dry matter (DM%) calculated. 
The mean disease rating, mean percentage ofcrown which had rotted and mean DM% 
were analysed using analysis of variance. The percentage mortality 21 days after 
inoculation was analysed using a X2 test. 
RESULTS 
All inoculated plants developed symptoms of disease typical ofthose caused by 
S. sclerotionlm (Purdy 1979). In the most effective treatments, plants died within 21 
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DAI. In the least effective treatments, plants were able to recover from disease by 
producing new shoots from the apical region of the crown and from axillary buds 
associated with infected leaves. The disease ratings at 21 DAI only were used in the 
analysis, as this gave the best indication of ex tent ofinfection. The main effects of plant 
size, wounding at inoculation site and position of inoculation on mean disease rating, 
percentage of crown which had rotted, DM% and percentage mortality of giant 
buttercup plants 21 days after inoculation with isolate S 13 of S. sclerotiontm are 
presented in Table I. 
TABLE I: Main effects of a) plant size, b) wounding at the site of inoculation, 
and c) inoculation position in Ranltncltllts acris on disease rating, 
percentage of crown rotted, DM% and percentage mortality 21 
days after inoculation with isolate S13 of Sclerotinia sclerotiorltm. 
Disease rating % of crown DM% % mortality 
rotted 
a) Plant size 
Small 5.0 56.7 39.9 42 
Medium 4.5 42.4 34.4 30 
Large 4.4 33.1 29.5 17 
LSD (P<0.05) 0.4 19.3 5.2 
Significance • • • • 
b) Wounding 
-wound 4.5 38.6 33.8 23 
+ wound 4.8 49.6 35.5 36 
LSD (P<0.05) 0.3 11.4 3.1 
Significance NS NS NS NS 
c) Position ofinoclllntion 
Upper leaves 5.7 70.2 40.8 55 
Lower leaves 3.6 18.0 28.4 5 
LSD (P<0.05) 0.3 11.4 3.1 
Significance •• •• .. .* 
In this and Table 2: • = significant at P<0.05; •• = significant at P<O.OI; NS = not 
significant. 
TABLE 2: Interaction between plant size and position of inoculation in Ranltn-
cltllts acrison disease rating, percentage of crown rotted, DM% and 
percentage mortality 21 days after inoculation with isolate S13 of 
Sclerotinia sclerotiorum. 
Disease rating % of crown DM% % mortality 
Upper leaves inoculated 
Small plants 6.0 85.5 48.0 75 
Medium plants 5.9 77.5 44.6 60 
Large plants 5.4 47.5 29.9 30 
Lower leaves inoculated 
Small plants 4.2 28.0 31.8 10 
Medium plants 3.2 7.3 24.3 0 
Large plants 3.5 18.7 29.2 5 
Significance of difference 
in linear trends NS • •• NS 
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Large plants had significantly lower disease ratings, percentage crown rot, OM % 
and percentage mortality than small plants (Table 101). Although no significant 
differences occurred between medium and large plants in any of the variables there 
was a significant linear decline with incrcasing plant size. Wounding at the site of 
inoculation rcsulted in apparently higher disease ratings, crown rot, DM% and plant 
mortality than non-wounding, but these effects were not significant (Table Ib). 
Positioning the inoculum at the base of the upper leaves resulted in significantly 
(P<O.OI) greater values for all four variables than positioning it at the base of the lower 
leaves (Table I c). The only significant interactions were those between plant size and 
position of inoculation (Table 2). Differences between small and large plants were 
accentuated when upper leaves were inoculated, as might be expected from the greater 
efficacy of this treatment (Table 2). 
DISCUSSION 
Disease level and plant mortality 21 DAI decreased as plant size (and therefore 
crown size) increased (Table I). The pathogen appeared to invade the small crowns 
more rapidly and completely. Larger plants have substantial crown tissue and 
therefore present a much greater area which must be completely infected before the 
plant will die. There was no evidence that wounding affected pathogenicity (Table I b). 
This suggests that the outer surface ofthe crown is unlikely to act as a physical barrier 
to penetration by the pathogen and that the slow rate of disease progression in crowns 
is caused by some other factor, possibly within the crown tissue itself. The position of 
inoculum placement on the host had the largest effect on the level of infection 21 DAI. 
Inoculation of the upper leaves resulted in significantly greater disease development, 
DM%, percentage of crown which had rotted and percentage mortality than inocula-
tion of the lower"leaves (Tables I c and 2) . This was possibly because the pathogen was 
able to invade the region ofinost active tissue production at the crown apex first before 
invading the rest of the plant, thus slowing down and greatly reducing the plant's 
capacity for regrowth. 
Therefore the crown of the giant buttercup is considered to be the most important 
tnrect sitc for n Sr/em/il/ifl mycoherhicide. Templeton nnd Heiny (1990) suggested 
that perennial plants which have protected rescrve tissue are more likely to regrow 
away from infcction. and that mycoherbicides may be less effective on them than 
annllal weeds. This experiment has shown tlllltS . . ,·clem/ionll1l has sufficient virulence 
to completely infect plants of the ginnt huttercup. but inoculum must be targeted to 
facilitate rapid infection ofthe crown apex for high rates of plant mortality to occur. 
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RESISTANCE OF RANUNCULUS ACRIS CROWN TISSUE 
ENABLES SURVIVAL AFTER INFECTION BY 
SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 
S.GREENa, G.W.BOURD6Tb, RI. FIELD' and I.e. HARVEyb 
"Department of Plant Science. PO Box 84. Lincoln University 
bAgResearch. PO Box 60. Lincoln 
SUMMARY 
Sclerotinia sclerationlm was inoculated onto plants of the giant 
buttercup (RanunclIllIs acris L.) with and without pre-treatment with 
chlorsulfuron to inhibit regenerative growth. This tested the hypothesis 
that S. sclerotiorom is unable to kill R. acris because of its very high 
regenerative capacity. Plants pre-treated with chlorsulfuron had fewer 
regenerative shoots and higher levels of leaf and crown infection 28 
days after inoculation than untreated, but complete invasion of crown 
tissue did not occur. All plants retained some crown tissue with viable 
axillary buds. It is concluded that resistance of crown tissue to decay by 
S. sclerotiorom enables survival of regenerative buds, and that this is a 
more important factor limiting the effect of S. sclero/ionlm on R. acris 
than the rapid recovery rate of this weed. 
Keywords: Sclero/inia sclero/ioM/m, Rammclllus acris, chlorsulfuron. 
mycoherbicide 
INTRODUCTION 
58 
Giant buttercup (Ranllncullls acris L.) is a persistent, perennial weed which 
invades pastures in dairying regions of New Zealand. Resistance to the herbicides 
MCP A and MCPB (Bourdot and Hurrell 1990) has prompted research into using the 
pathogenic fungus Sclerotinia scleratioM/1n (Lib.) de Bary as a mycoherbicide for the 
biological eontrol of this weed. Mycoherbicides are plant pathogenic fungi used 
inundatively to control weeds in the way chemical herbicides are used (Charudattan 
199 I). S. sclerotioM/m is pathogenic to many important crop plants but its ability to 
sporulate and cause unwanted disease is poorly understood at present. The usc of 
auxotrophic strains (Miller et al. 1989) may reduce the potential hazards of using S. 
sc/era/ionmr as mycoherbicides in biological wecd control. 
Regeneration sites on the crown of R. acris have been identified as the target for 
an S. sclero/ionlm myocherbicide (Green et al. 1993). However, further experiments 
have shown that plants inoculated at regeneration sites still exhibit a high rate of 
regeneration from the crown following the rapid leaf death caused by the pathogen 
(Green, unpublished data). This may occur because R. acris can produce regenerative 
tissues faster than the rate at which the pathogen can invade the plant. The experiment 
reported here tested this by inoculating plants with and without suppression of 
regenerative growth and comparing their susceptibility to S. sclerotioM/m. Preliminary 
tests showed that the herbicide chlorsulfuron could inhibit the growing shoots of R. 
acris plants when applied at 0.75 glha (1I20th of the recommended field rate). 
Chlorsulfuron at this concentration had no effect on the in vitro colony growth of S. 
sclerotionlm when added to an agar medium (Green, unpublished data). Therefore 
chlorsulfuron was used as an inhibitor of regeneration for the purpose of this 
experiment. 
METHODS 
The inoculum used in the experiment was air-dried, ground kibbled wheat infested 
with isolate SI3 of S. sclerotiorom, originally isolated from squash (Harvey, pers. 
Proc. 47t" N.Z Plant Protection Con! 1994: 58-61 
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comm). Fifty plants of R. acris were grown from seed in a glasshouse for 4 months 
prior to the experiment In August, 25 plants were treated with a single dose of 
chlorsulfuron (Glean) at 0.75 glha + 0.5 mi/litre of Tween 80 surfactant, and the 
remaining plants treated with wilter + surfactant. The treatments were applied with a 
nitrogen-gas-powered moving belt sprayer delivering 60 litres/ha at 2 I 0 kPa through 
a single 8002E flat-fan Teejet hydraulic nozzle mounted 50 cm above the plants. The 
plants were passed under the stationary nozzle in single file at 1.5 mlsec. The plants 
were transferred to a glasshouse and the length ofthe youngest shoot measured daily 
for the first 10 days after spraying (DAS) to determine shoot growth per day. For 
analysis, this was summed to give the total growth during the 10 day period. At 10 DAS 
inoculations were carried out by placing inoculum (0.5 glplant) around the base of 
petioles adjacent to the crown. Of the 25 plants within each treatment, 20 were 
inoculated with S. sclero/ioM/m, and five inoculated with sterile inoculum as control 
treatments. Plants were misted with water prior to and immediately after inoculation 
and incubated for 28 days in a glasshouse under a misting unit which maintained 
almost constant leaf wetness using an electronic "wet leaf' sensor device. The 
glasshquse had supplementary lighting to give a 12 h daylength and the temperature 
was maintained between 17 and 22°C. The experiment was carried out in August! 
September before the onset of flowering. 
The experimental design was a randomised block with five replicates. 
Disease assessment 
Disease progression was assessed daily for the first 7 days after inoculation (DAI), 
and tben at I 1,14,19,21,25 and 28 DAI using the 0-7 scale disease index described 
below. 
() = No disease 
I = Brown, water-soaked lesion on petiole base immediately surrounding site of 
inoculation. 
2 = Lesion completely encircling infected petiole bases. Infected petiole losing 
rigidity. 
3 = As in 2 plus some necrosis ofleaflaminae. 
4 = Necrosis :md total loss of rigidity of all petiolcs. Necrosis on less than 50% ofle:,f 
laminae, youngest shoot collapsed. 
5 = As in 4 plus necrosis of over 75% of leaf laminae. 
(, = Entire phmt coll:lpsed and withered. Alltissuc eompletcly or :llmost completely 
necrotic/chlorotic. Crown potentially viable. 
7 = Plant dead (crown completely rotten). 
The disease index was amended for regenerating plants. This is described below. 
5 = Original leaf tissue completcly necrotic, regenerative shoots just appearing. 
4 = Regenerative shoots form 25% orall phmt tissue. 
3 = Regenerative shoots form 25-50% of all plant tissue. 
2 = Regenerative shoots form 50-75% of all plant tissue. 
I = Regenerative shoots form 75% + of all plant tissue. 
At 28 DAI, the number of regenerative shoots were recorded and the number of 
infected leaves on each plant were counted and calculated as a percentage of the total 
number of leaves per plant. The area of infected crown tissue as a percentage of total 
crown tissue was determined by visual examination after slicing the crowns in half. All 
data were analysed using analysis of variance. 
RESULTS 
Chlorsulfuron significantly (P<O.OI) reduced the growth of the youngest shoot 
during the first 10 DAS (Table I). All young tissues on chlorsulfuron treated plants had 
developed symptoms of stunting and chlorosis by 10 DAS. By 38 DAS, growth of the 
youngest shoots had almost ceased in control plants pre-treated with chlorsulfuron, but 
these plants were not killed and eventually recovered. 
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TABLE I: Effect of chlorsulfuron on the growth of the youngest shoot of 
Ranunculus acris during the first 10 days after spraying (DAS). 
Shoot growth (mm) 
+ Chlorsulfuron 
- Chlorsulfuron 
LSD (P<O.O I) 
27.6 
49.3 
19.5 
TABLE 2: Effect of chlorsulfuron pre-treatment on disease rating up to 28 
days after inoculation, and on the percentage of infected leaves, 
number of regenerative shoots, and percentage of crown rotted in 
RanuncIIIIIs acris 28 days after inoculation with isolate S13 of S. 
sclerotiorllm. 
Chlorsulfuron + S. sc1erotiontm 
Water + S. sc1erotiontm 
Chlorsulfuron - S. sclerotionlm 
Water - S. sclerotionlm 
LSD (P<0.01)1 
LSD (P<0.01)2 
Disease 
rating 
4.1 
3.7 
0 
0 
0.3 
0.5 
% infected 
leaves 
96.6 
67.1 
0 
0 
9.5 
15.1 
• No data for regenerative shoots in the control treatments. 
I LSD for comparison between inoculated treatments. 
No. of %of 
regenerative crown 
shoots' rotted 
0.9 74.5 
I\.9 27.2 
0 
0 
4.2 17.1 
27.0 
2 LSD for comparison between inoculated and control trelltmcnts. 
Plants inoculated with S. sclerotionlm developed symptoms of disease typic:11 of 
this pathogen (Purdy 1979). Inoculated plants without chlorsulfuron pre-treatment 
began to produce regenerative shoots from the apex, or from axillary buds ifthe apex 
had rotted, by II DAI. At 28 DAI, 19 out ofthe 20 plants in this treatment had begun 
to regenerate. Only five out ofthe 20 inoculated plants pre-treated with chlorsulfuron 
had begun to regenerate 28 DAI, with regenerative shoots appearing at 25 DAI. 
Inoculated plants pre-treated with chlorsulfuron had significantly (P<O.OI) higher 
disease ratings, percentage infected leaves and percentage crown rot, and a signifi-
cantly lower (P<O.O I) number of regenerative shoots 28 days after inoculation with S. 
sc1erotiontm than plants nottreated with chlorsulfuron (Table 2). Plant mortality in all 
treatments was zero. No plants had crowns that were completely rotted on dissection 
28 DAI. All retained some crown tissue with at least one or more viable axillary buds. 
DISCUSSION 
Chlorsulfuron applied at I glha proved to be an effective regeneration inhibitor for 
this experiment as it significantly reduced the growth of young shoots (Table I) but did 
not kill plants. Plants pre-treated with chlorsulfuron were more susceptible to S. 
sc1erotionlm than non-treated plants, having greater levels ofleaf and crown infection 
and significantly fewer regenerative shoots 28 DAI.ln addition, the interval between 
inoculation and appearance ofthe first regenerative shoots was greater in chlorsulfuron 
treated plants. Despite these effects, S. sclerotiontm was unable to completely invade 
crown tissue and kill plants which had been pre-treated with chlorsulfuron. All plants 
pre-treated with chlorsulfuron had some undegraded crown tissue 28 DAI with one or 
more viable axillary buds which indicated that recovery was possible, even after death 
of all Ie aft issues. Ifcrown degradation by S. sc1erotiontm was as rapid as the observed 
~ 
~ 
I 
t 
J 
~ 
t 
~ 
I 
t ) 
t 
~ 
l 
I 
\ 
} 
) 
? 
} 
i 
Pasture Weeds 61 
rate of leaf degradation by this pathogen, the regeneration sites would be rapidly 
infected and mortality in R. acris would be higher. These results suggest that crown 
tissue of R. acris has greater resistance to degradation by S. sc1erotionlm than leaf 
tissues. This causes crown decay either to cease, or to continue at a rate slower than 
the regenerative rate of the crown buds, enabling them to survive and produce new 
shoots after target inoculation. Observations have shown that a single surviving 
axillary bud on remaining crown tissue can eventually develop into an individual plant 
with its own crown, shoot and root system (Green, unpublished data). Crown tissue is 
densely packed with starch reserves (Harper 1957) which helps to facilitate the 
production of regenerative tissues. Therefore as long as some crown tissue remains 
intact, it is likely that the plant will survive and regenerate. It is concluded that the 
resistance of crown tissue to decay by S. sc1erotionlm is more important than the rapid 
regenerative rate of R. acris as a factor limiting the success of S. sclerotionlm as a 
possible mycoherbicide for this perennial weed. 
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